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CAPITULO I
INTRODUCCION GENERAL.
CAPITULO I.
INTRODUCCION GENERAL.
Oesds que Llebig en 1840, con la Introducclân de los fartillzan- 
tas minérales an Agriculture, permitid majorer y multlpllcar la produc 
cidn aundlal de alimentos, a la ectualldad en que son nés de 15.000 
las substancias de origan qufmico enpleedae an los alimentas, ha sido 
enorme al avance alcanzado tanto en la produccién y sfntesis de estes 
productos, como en el conocimiento de sus propledades, toxicologie, me 
canlsmo de accién y sistemas de control. Gin embargo, todavfa son mu- 
chas las lagunas da nuestro conocimiento en este campo, que axigen con 
tinuar y profundizar los estudioe realizadoe para resolver une probls- 
métlca tan amplia como atractiva y cuyo Interéa es enorme como la 'de- 
muestren, no sélo las instituciones espanolas (Servlcios de Sanidad, - 
de Control de Fraudes, etc.) e intemacionales (Codex Alimentarlus Mun 
di, O.H.S., F.A.O., etc.) preocupodos por este campo, sino la exlsten- 
cia de revistas que como International Flavours and Food Additives. - 
Toxicology, Deutsche Lebensmittel-flundschau, Federal Register. StSrKe. 
etc.. estén dedlcadas en gran parts, cuando no exclus!vemente, a los 
aditivos y reslduos qufmicoe y medicamentosos qua de una u otra forma 
a travée de los alimentos van a ejercer su efecto an el honbre.
Recordemos a esta respecto qua ya an 1961, Truhaut aanaid qua 
las substancias qufmicas exéganas podlan llegar a la cadena allmentl- 
cia del hombre por algunaa da estas viaa: •
a) Como consecuencia de tratemientos actninistrados a los animales 
antes da su sacrificio.
b) En el caso particular de los alimentas vegetales, por luchar con 
tra determinadas plages con insecticides, fungicides, herbicides, ro-
dentlcldas, etc., muchos de cuyos productos son eatables frente a loa 
agentes ffalcos, qufmicas y bloldglcos ambientales, lo que les permits 
persistir an algunos alimentos durante mucho tlempo, si no se toman 
las debldas precauciones.
c] Como consecuencia de falios o defectos durante la preparacidn, - 
conservacidn y dlstribucldn de loa alimentos.
d) Oebido a su adicldn voluntarla para prolongar su conservacidn — 
(antisdpticos, antioxldantes, conaervadores diverses, etc.] o para me- 
Jorar su aspecto, aumentando la atraccidn ejercida en los posibles con 
sumldores (aromatizantes, edulcorantea, emulslficantes, colorantes, - 
etc.).
La posible prssencia de estas sustanclas en los animales produc- 
tores de alimentos, bien por una administracidn Intencional o puramen­
ta accidental, ha ampliado el campo de la Higiene de los Alimentos que, 
de acuerdo con la O.M.S. tiens como misidn mejorar el bienestar y capa 
cldad creadora del hombre; par ello puede aflrmarse con Labié [1970] 
que el control higiénico alimentario exige una vigllancia adecuada de 
todas las fases que van desde las condiclonea de crfa y explotacidn — 
animal, hasta el momenta de consumlr los alimentos para poder asf ga- 
rantizar que no contienen aubstancia alguna capaz de atentar contra la 
salud de loa consunldores.
Por lo que se refiere a las substancias que se estudian en esta 
tesis, suelen adoptarse dos postures que, aunque respetables, son to- 
taimante contradictorias: Oe una parte estén quienes drematizan el po­
sible pellgro potencial existante en loa alimentas que contengan resi- 
duos de las mismas y sobre todo, en el caso de la carne, dietilestil— 
bestrol (DES) y antitlroideos. Oe otra no faltan quienes, de acuerdo
con los resultados alcanzados por las modemas técnlcas de produccién 
animal, defienden su empleo rutinario an zootacnia.
Unas y otros aducan ergumentos an pro da sus puntos da vista y 
aunque la polémica sobre el empleo da tales substancias sa inicid a fi 
nes de la década da los anos cincuanta, todavfa persista, si bien afor 
tunadamente con menos calor y més argumentes cientfficos. El problema 
reside realmente, como senala Ballani (1970), an saber si an loa ali­
mentes de origen animal persisten residuoe da aditivos y ademés en dis 
poner da métodos capacas da datactarlos.
En el présenta trabajo nos impusimos como tares: a) estudiar la 
presencia de estrdgenos de sfntesis y antitiroideos en la came del ga 
nado vacuno que corrientemente surte los mataderos espanolas y b] po— 
ner de manifiesto en embutidos tfpicos espanolas la posibla existsncia 
de los aditivos més frecuentementa utilizados en el extranjero en pro— 
ductos similares; concratamente nos hemos limitado a nitritos, gluco­
no- & -lactona, protefna de soja y almiddn, que son las cuatro substan— 
cias que con mayor frecuencia amples la industrie cérnica extranjera - 
en la elaboracidn de embutidos, en unoa casos para conserver el alimen 
ta sometiéndolo a tratemientos menos drésticos y en otros con fines - 
sencillamente fraudulentos.
Nuestra dedicacidn a este estudio ha sido consecuencia de nuas- 
tro deseo de contrlbuir a un mejor conocimiento de un problema que ha 
pasado ya da los Ifmites da laboratorios y revistas cientfficaa espe- 
cializadas, al dominio pdblico, merced en gran parte a la oriantacidn 
sensacionalista de muchos periddicoa, revistas y ciertos espacios de 
otros médias de comunicacidn social. Craemos que la mejor forma de lu­
char contra el fraude, cuando existe, y contre la ignorancia o al te-
mar ants sltuaclones que no se entlenden, es el anéllsls del problema 
y la bdsqueda de soluciones reales al nlsmo.
Tenlendo en cuanta cuanto antecede hemos estudlado, en primer lu 
gar, el empleo de antitiroideos y estrdgenos de sfntesis en la produc- 
cldn de came vacuna, poniendo a punto métodos qufmicos de deteccldn 
de los mlsmos que si bien se ban utillzado en otros paises, en EspaRa, 
hasta donde llega nuestra Informacidn, no se han puesto en préctica en 
ningdn momento a peser de que su empleo en alimentecidr animal esté 
prohibldo tanto en el caso de los estrdgenos (Boletfn Oficial del Esta 
do del 7 de Julio de 1977), como en el de los antitiroideos (Boletfn - 
Oficial del Estado del 12 de marzo de 1977). Algo semejante se ha rea4 
lizado con los cuatro aditivos antes raencionados.
En todos los casos se ha intsntado, no sdlo la puesta a punto 
del método que creemos més dtil para un anéllsis rutinario, sino que 
también se ha hecho un estudio crftico experimental de otros métodos - 
afines que, sin.embargo serfan de escasa utilidad en los mataderos y 
fébricas de productos cémicos espanolas, dada la especial estructura 
de los laboratorios de aquellos escasos ejemplos en que la industrie 
espanola dispone de tan valiosos colaboradores.
Por todo ello hemos agrupado en clnco capitulas independientes 
cada uno de los aspsctos que esta tesis contempla, aunque ajusténdose 
cada uno de allos a la misma estructuracién. Comenzamos senalando cué- 
les han sido los métodos, reactivos y productos de carécter general - 
utilizados en la porte experimental para hacer, después en otros capf- 
tulos una revisién bibliogréfica, en absoluto exhaustive, de los cono- 
cimientos actuales sobre el tema, pero limltados exclusivamente a los 
aspectos que directe o indirectamente inciden en el problema que nos
Interesa, una descrlpcién de la parte experimental aspeclfica (mate­
rial y métodos} que hemos utilizado y después de exponer y discutir - 
los resultados obtenidos, al final del trabajo se presentan, esta uez 
conjuntamente, las concluaiones alcanzadaa.
CAPITUU3 II
MATERIAL, PRODUCTOS Y METODOS GENERALES.
CAPITULO II.
MATERIAL. PRODUCTOS Y METODOS GENERALES.
H,l. MATERIAL.
H . 1.1. Material general.
Las dlsoluclones acuosaa se prepararon con agua deslonlzada, 
en un desalnerallzador "Seta"^^^ modelo RGOO, o con destllada en un apa 
rato "Vitrolab", flt/h.
Las pesadaa da precision se efectuaron an balanzas analftlcaa 
■Sartorlus* modelo 2443 y "Microea" modelo 6620. Para las pesadas ordl- 
norlas se emplaaron granatorloa "Ohaus" de tripla brazo y balanzas mo­
no plato "Sauter" modelo S.1000.
Para las estimacionea del pH sa utilizâ un pHmetro "Beckman", 
modela Expandomatic SS—2.
Los tratemientos térmicos se realizaron en estufa de deseca- 
cién y asterilizacliSn par aire forzado "Heraeus", modelo KTFU-K, en 
autoclave "Gruber G Kaja" modelo CVIl/1000, en bano de glicerina pro- 
visto da un termostato "Braun", modelo Thermomlx-LL 0,05), y en be- 
nos de agua "Balvis", modela MB-44, "Kottermann" modelo 304T/228 y "Re 
totherm" modelo MU85II.
Para las centrifugaciones se emplaaron centrifuges "Sorvall" 
modelo GLC-1 y "M.8.E." modela 8uper4linor.
Las determinaciones colorlmétricas se realizaron en un colo- 
rlmetro "Bauch & Lomb", modela 8pectronic-20, o en espectrofotdmstro 
de dobla haz "Beckman", modelo 06GT.
Las horaogeneizeciones de las muestras tuvierop lugar en un - 
triturador de cuchlllas "M.S.E.", modelo 7700.
Para la observaclén de manches fluorescentes se empleâ una 
lémpara de rayos ultravloletas "Uvaton", a una longltud de onde de 366 
nanémetroa.
Las bandas slectroforétlcas se leyeron en un denaltâmetro - 
éptlco "Joyce Loebl", modelo Chromoscan 1967.
Para la conservacidn de las muestras se utilizaron arcanes - 
de congelacidn "Kelvinator" modelo AC-5S0, frigorlficoa "Philips" y 
"Aspes" y cémaras frigorlficas construides para tal fin por un prove- 
dor local.
II.1.2. Concentreciones de volumen.
Las concentreciones de grandes volûmenes de disolventes orgé 
nicos se efectuaron en un rotovapor "Buchi", modelo EL, equipado con 
un dispoaitivo de elsvacidn y acoplado a un bano maria. Los voldmenes 
pequenos de disolventes orgénicos (menos de 25 ml.), se eliminaron to­
tal o parcialnente mediants corriente de nitrdgeno, mantaniendo las — 
muestras al bano maria a températures comprendidas entre 30 y 40=0.
XX.1.3. Cromatograflas y electroforesis.
Las cromatograflas se llevaron a cabo en columnas de vidrio 
"Afora" de diverse temano, provistas de place filtrante y Have de te- 
flén y en plaças de vidrio (33x20 cm.) que se recubrlan con el soporte 
correspondiente, mediants un aparato "Quickfit", utilizando para su de 
sarrollo cubetas de la misma marca.
Las electroforesis de disco se practicaron en un aparato "Ca 
nalco", modelo 1200, equipado con una fuente da alimentacién eléctrica 
de la misma firme que permitla regular la intensidad de la corriente - 
entre 1 y 60 mA.
II.2. PRODUCTOS.
II.2.1. Reactlvoa y patrones. ,
Todos los productos qulmlcos utilizados en las diversas expe 
riencias que se cltan en esta tesis fueron de calidad react!vo, sumi—  
nlstrados por "Merck", "Fluka", "Sigma", "Serva" o "Probus".
Las sustanclas empleadas como patrones tenlan un grmjo de pu 
reza, superior al 98)6, y procedlan de las firm as “Merck", "Sigma" y 
"Fluka",
H . 2.2. Soportes cromatoqrfificos y electroforétlcos.
Los soportes cromatogréficos de las columnas y plaças croma- 
togréficas fueron suministrados por "Merck"; "Macheray, Nagel G Co." y 
"Fluka".
La silica gel, antes de su uso, se libéré del material orgé- 
nico que contenla siguiendo la técnica descrita por Hardy y Mackie — 
(1969], para la cual, se empaqueté una cantidad apropiada en una colum 
na cromatogréfica y se percolé con una mezcla de cloroformo/metanol - 
(2/1] (v/v) hasta que el eluyente obtenido se hada incoloro. Los res- 
tos de cloroformo/metanol se eliminaron con benceno y éste, a su vez, 
flltrando a vaclo en embudo BOchner y con calentamiento posterior a 
110ac en una estufa de desecacién durante 24 horas.
Las léminas para cromatografla en capa fina se preparai-on — 
con silica gel 6—60 ("Merck") o 6-2SHR ("Macherey, Nagel G Co."]. Para 
ello se mezclaron, en un erlenmeyer da 500 ml., 30 gramos de silica - 
gel con 40 ml. de agua destllada, al cabo da 10—20 segundos se anadie- 
ron 20 ml. de agua destllada; se formé asi una pasta que sa agité enér 
gicamente durante 75-90 segundos y se extendié répidamente sobre las
plaças da vldrio; el espesor de las capas utlllzadas fué de 250 nieras. 
Durante 5 minutes se mantuvleron al aire con el fin de evaporar parte 
del ague. Luego se Introdujeron en une estufa a 110«C donde pemanecle- 
ron durante un perlodo de 30 minutes, une vez seces se guardaren, hesta 
su empleo, en un desecador sobre Cl^Ca.
El ôxlde de alumlnlo, contenldo en un erlenmeyer, se actlvaba 
entes de su empleo adlclenândole 0,1 ml. de agua destllada per gramo y 
sometléndolo a centlnuecliSn a un calentamlento a bano maria a 70*C., - 
con agltacliSn constante, durante 10 minutes.
Las résinas utlllzadas (Domex 50W-X8, "Fluka"), antes de su 
use, sa trataron sucealvamente con 4 voltimenes de CIH 4M, lavande a va— 
cio con embudo BOchner, prlmero con abondante agua destllada y después 
con 4 voldmenes de NeOH 2 Ni Posterlormente y durante une hors de calen 
taron a 70*0. en 2 voldmenes de NeOH 2N y luego se lavaron suceslvemen- 
te con une cantldad aproplada de agua destllada, con 4 volümenes de CIH 
4N y, por dltlfflo, con el agua destllada necesarla para alcanzar un pH 
pnSxiroo a la neutralldad.
Los 30portes electroforétlcos de naturaleza acrllemldlca fue- 
ron sumlnlstrados por "Serve".
II.2.3. Dlsolventes y purlflcacltfn de les mlspios.
Los dlsolventea orgânlcos utlllzados para las extracclones y 
cromatograflas (benceno "Probus", metanol "Panreac" y cloroformo "Pan— 
reac") fueron purlflcados en el laboratorlo somentlëndolos a destlla- 
cliSn frecclonada utlllzando una columns de Vlgreux.
El éter etlllco "Panreac", se deshldratd con alambre de sodlo, 
preparado por extrusldn en una prensa y se llbenS de penSxldos, slem- 
pre Inmedlatamente antes de su uso, por destlleclân sobre polvo de hle—
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rro reducldo.
El Ster de petnSleo se prepard par destllacldn fracclonada da 
Star da petrdleo comercial, utlllzando una columna da Vlgreux. Sdlo se 
racogld la fraccldn comprendlda entre 40 y 60*0.
II.2.4. Gases.
Para ellitilnar las dlsolventea orgdnlcos se empled nltrdgeno — 
de calldad Industrial sumlnlstrado por la Socledad Espanola de Oxlgeno.
II.3. METOOOS.
11.3.1. Procedencla y toma de muestraa.
11.3.1.1. Uuestras procédantes de los animales.
Las muestraa utlllzadas an esta eatudlo procedlan de animales 
de la especle bovlna obtenldos por crucea Industriales de razas autdcto 
nas (Avilena, Retlnta, etc.) con razas selectas (Charolals y Pardo Alp^ 
na, prlnclpalmenta]. Laa edades de loa mlsmos estaban comprendldas en­
tre los 12 y 14 meses. Los animales fueron sacriflcados en un matadero 
frlgorlflco de la provincla de Madrid slgulendo el procéder habituai.
La gl&idula tlroldes se extrajo de loa animales una vez dego- 
llados y antes de avlscerarlos, para allo, sa reallzd la dlseccldn de 
la plel de la reglân cervical Inferior y se separaron los mOsculos es— 
ternocefâllco y omohloldeo, con lo que quedâ al descublerto la glândula 
que se sepanS del rssto del animal despuéa de ellmlnar sus adherenclas 
flbrosas.
La muestra de higado estuvo constltulda por el Idbulo caudal 
de Splgello completo, al cual as obtuvo mediants un simple corte con 
blsturl.
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Las muestraa de cams se toroaron de la musculatura del cuello 
haciendo un corte en esta regldn y separando una cantldad que en nlngiSn 
caso fué Inferior a 500 gramos. Antes de anallzar las muestraa se llbe— 
raron de la grass superficial y del tejldo conectlvo adyacente.
El transports de las muestraa al laboratorlo se reallzd en — 
frescos de vldrlo da boca ancha, esterlllzados prevlamente y cerrados - 
hermdtlcamente. Los anâllsls se reallzaron, cuando la tdcnlca lo reque— 
rfa, Inmedlatamente de llegados los frescos al laboratorlo y slempre an 
tea de tranacurrlr 24 boras del sacrlflcloi
En otros casos,.se conservaron baJo congelacldn a una tempera 
tura de - 20*0, De Igual forma se procedld con los extractos obtenldos a 
partir del material fresco. Para la conservacldn a corto plazo (no mds 
de 24 boras) se utlllzaron cdmaras frlgorfflcas a 1*C. aproxlmadamenta.
II.3.1.2. Muestraa da productos cgmleos.
Los productos câmlcos que se emplearon en las experlenclas 
que se describes en esta memorla estuvleron constltuldos par una amplla 
gernia de los mlsmos (cborlzo, salchlcbdn, salami, jamdn tlpo "York", mor 
tadela y salcblcba tlpo "Frankfurt").
Estos productos se adqulrleron en dlfarantes supermercados lo 
cales y procedfan de diverses firmes comerclales naclonales y algunas 
muestraa se obtuvlerob a partir de produstoa extranjeros.
Las muestras se tomaron después de baber separado la envoitu­
re que las recubrla bien naturel o artificiel.. En los casos de produc­
tos perecederos, tel como las salcblcbas tlpo "Frankfurt" se conserva— 
ron, después de tomar la muestra, por congelaclén ( — 20®C) o refrlge— 
racidn (l*C.) segdn las necesldades.
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II.3.2. Uetodolonla especffica.
La metodalogla especlflca utlllzada para reallzar las expe- 
rlanclaa qua se estudlan en este trabajo, se descrlblrâ en loa capitu­
las correspondientes.
(l) La cita de las aareas comerclales, tanto del material, como de los 
reactivas, no signifies que la autora las recomlende con preferencla - 
a otras dsl mercado.
CAPITULD III
SUSTANCIAS ANTITIR0IDËA5 Y E3TR0BEN0S DE SINTESIS.
uCAPITULO H I .
SUSTANCIAS ANTITIHOIDEAS Y ESTROGEN OS PE SINTESIS. 
ra.l. INTROOUCCION.
111.1.1. Sustanclas antltiroideas.
Antaa da hablar da Ieis austanclas antltiroideas haretnos una 
breve descrlpcldn del tiroldes.
111.1.1.1. flecuerdo anatdnilco, hlstol6qlco y flsloliSglco del tlroides.
El tlroldes es una gl&ndula da secrecldn Interne muy vascula- 
rlzada que se encuentra adherlda a la parte anterior de la tréquea por 
un tejldo conjuntlvo laxo. Consta de dos liSbulos latérales (deracho a 
Izqulerdo], sltuados a cada lado da la trëquea, y una porcldn media, - 
Istmo, sltuado sobre la cara ventral de aquélla y que une a los Idbu- 
los por sus polos caudales (Scbwarze y SchrOder, 1972).
La forma, tamano, color, texture y peso varia en las dlstln- 
tas especles animales.
En la especle bovins cada Idbulo es triangular y aplanado, - 
présenta una superficie Irregular, un color que varia de marrdn rojlzo 
a color came tiplco y su texture que es roâs blenda que la del caballo. 
El Istmo tlene forma de clnta, es constante y glandular, y su anchura 
es de 0,5 a 1 ce. (Slsson y Grossman, 1975).
Cada Idbulo tlene una longltud de 5 cm., una anchura de 4 cm. 
y un grosor de 1 a 5 cm. (Sénz Egana, 1967). El peso absoluto alcanza 
en el tara unos 21-36 gremos.
La glândula tiroldes esté envuelta por una câpsula de tejldo 
conjuntlvo, de la cual parten vaines hacla el Interior del érgano, en
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forma da red que lo dlvlden en lobullllos irregulares cuyo parénqulma 
consta de vesfculaa de dlstlntos tamanos y completamenté cerradas, de- 
noninadas "foUcalas tlroldeos", los cuales estén revestidos por un epl 
telio de una sola capa y contienen el cololde tlroldeo en donds esté el 
prlnclplo activa de la gléndula.
El rlego sangufneo carra a cargo de las arterlas y venes tl- 
roldeas, que al Igual que los llnfétlcos, estén sumamante desarrolladas. 
Su Inervaclân procédé del slmpétlco, cuyos flletes serfan vasoconstrlc- 
tores y secretores, exlstlando tamblén fibres parasImpétlcas représenta 
des por los nervlos larfngeos superior e Inferior.
En cuanto a su flslologlsmo podemos declr que las células del 
epltello glandular Incorporan yoduros de la sangre y los oxldan a yodo, 
que emplean para yodar la tlroslna convlrtléndola en mono- y dlyodo— tl 
roalna, que posterlormente se utlUzan para la sfntesls de trlyodotlro 
nine y tlroxlna. La trlyodotlronlna es de 3 a 5 veces méa activa que — 
la tlroxlna.
La tlroxlna sjerce una Influencla manlflesta sobre el metabo- 
llsmo; el slstema nervloso; el creclmlento, especlalmente del tejldo —  
oseo asl como en el desarrollo corporel del organisme y la vltalldad — 
del anlmeJ..
La regulaclén de la sfntesls y secreclén de la tlroxlna en el 
tlroldes se lleva a cabo par medlo de la hormone tlreotropa del lâbulo 
anterior de la hlpdflsls, cuya secreclén aumenta al dlsmlnulr el nlvel 
sangufneo de tlroxlna. La producclén de tlrotroplna esté Influlda por 
centras reguladores del metabollsmo sltuados en el hlpotélamo. Todos - 
los factores que hacen necesarla une actlvaclén del metabollsmo, como 
por ejemplo el frlo y el trabajo muscular Intense, aumentan la actlvl—
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dad del tlroldes (Kolb, 1971}.
111.1.1.2. Deflnlcldn y claslfIcacldn.
Las austanclas antltiroideas son las que Implden la accliSn de 
las hormonas tlroldeas, Interflrlendo en la sfntesls o llberacliSn da - 
las nlsroas (Brollman y Brollman, 1970]. Comprenden tres grupos de sus— 
tanclaa: los agentes boclâgenos, los yoduros y el yodo radloactivo.
Los agentes boclégenos segdn Sollmann (1937) son los que blo- 
qusan la sfntesls de laa hormonas tlroldeas por lo que se les considers 
los "agentes antltlroldeos proplamenta dlchos". Este bloques tree como 
consecuencla una cafda del nlvel de dlchas hormones en la sangre y un 
aumenta de la secrecldn de tlrotroplna en el lâbulo anterior de la hlpâ 
flsls lo que acarrea una hlpertrofla e hlperplasla tlroldea.
Loa yoduros Implden la llberaclân de hormonas tlroldeas mien- 
tras que el yodo radloactivo destruye las células de las vesfculas tl­
roldeas. ^
Existes dos grupos de agentes boclâgenos:
a) Los tloclanatos o sulfoclanuros que bloquean la Incorpora- 
clân de yoduro por la gléndula tlroldes, pero que son muy poco act1vos 
y muy tâxlcos. '
b) Las tlonamldas o tloureaa, que son los férmacos més Impor­
tantes, los més utlllzados y los que son objets de nuestro estudlo.
111.1.1.3. Las tlonamldas o tloureas; Origan y qufmlca.
Los antltlroldeos boclâgenos son de origan slntétlco, su des- 
cubrlmlento se debe a Kennedy (1942); son darlvados de las tloureas, - 
tamblén denomlnadas tlourllenos o tlonamldas. El radical tlourlleno, — 
que lleva laa funclones amlda, puede former parte de un anlllo hetero-
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cfcllcQ, la plrloldina, como en el tlouracllo y derlvados, o del anlllo 
heterocfcllco Imldazol, tal como sucede con el metlraazol o tapazol.
Estructura fundamental:
NH. NH — I
ismlda
6 * C
NH. NH -1
3
^NH - 
C CH -
^ NH - CH^
Tlourea
-crf"v-=
Tlourlleno
/SH
HCf jNH
Tlouracllo 
(4. ceto-2-tloplrlmldlna)
HC N
Uetlmazol o Tapazol 
(l metll-2-mercaptolmldszol)
4(6) H-2-Tlouracllo.
(R«H , metll, rv-propll o fenll) .
III.1.1.4. Blosfnteals de las hormonas tlroldeas. en relacldn con el - 
mecanlsmo de acclân de las tloureas.
La sfntesls y llberaclân de las hormonas tlroldeas se reali­
ze por e tapas (Keele y Nell, 1965; Ingbar y Ifoeber, 1968; Brollman y 
Brollman, 1970):
A) Incorporaclân de yoduro al tlroldes ("trempa de yoduro").
El yodo Ingerldo con los allmentos llega a la sangre en for­
ma de yoduro y muy pronto lo flja y concentra el tlroldes. Esta Incor­
poraclân es estlmulads por la tlrotroplna hlpoflsarla; en ausencla de 
esta hormone, como en casos de hlpoflsectomla (Morton y col., 1942) no 
tlene lugar, los tloclanatos bloquean tamblén dlcha Incorporaclân.
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B) Oxidaclân del yoduro y fi.lacldn a la tlroslna.
Para qua el yodo pueda fljarse a las sustanclas org&ilcas, es 
necesarlo qua el Idn yoduro, dentro del folfculo tlroldeo, se transfor­
me en yodo libre.
Oe Robertls y Grasso (1946) denostraron mediants estudlos his 
toqufmlcos qua este proceso es una oxldacldn catallzada por un enzlma - 
oxldante, la peroxidase, oxldaciiSn que es Inhlblda par las tloureas.
Una vez formado yodo libre, se flja en el aminoécldo tlroslna 
(yodlzacldn), que se encuentra formando parts de la molécula de tlroglo 
bullna an el follculo tlroldeo, para formeir monoyodotlroslna (MIT ) , qua 
después Incorpora otro étorao de yodo, transforméndosa en dlyodotlroslna 
(DIT).
C) Formacldn de las hormonas tlroldeas. Acoplamlento.
Por conjugaclén de una molécula de MIT y una de OIT se forma 
la trlyodotlronlna (T^ ) que se encuentra en pequena cantldad en el foil 
culo tlroldeo, aunque tlene una actlvldad superior (4 veces) a la de la 
tlroxlna (Fields, 1957).
La tetrayodotlronlna, T^ o tlroxlna, se forma por conjugaclén 
de dos molécules de OIT con pérdlda de alanlna de una de allas (figura 
1).
En ambos casos Intervlene un enzlma acoplador que es fécllmen 
ta bloqueado por las tloureas.
Las hormones tlroldeas asl farmadas se unen mediants enlaces 
peptldlcos con laa tlroglobullnas del cololde. 
o) Llberaclân de las hormonas tlroldeas.
Las hormones tlroldeas se llberan de la tiroglobullna bajo la
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Figura 1.- Eaquema de la sfntesls de las hormonas tlroldeas y puntos 
de bloqueo por las tloureas.
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Figura 1.- Contlnuacidn.
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acciiSn de una proteasa tlroldea (Do Robertls y Nowlnskl, 1946), pues 
unldas no pueden atravesar el epltello follcular. Este enzlma es Inhlbl 
do por el yodo con lo que dlsmlnuye asl la llberacliSn de hormonas tlrol 
deas, ralentraa que la tlrotroplna hlpoflsarla la favorece (Horton y 
col., 1942}.
Una v e z llberadas, las hormonas tlroldeas llegan a la sangre 
atravesando el epltello follcular y clrculan comblnadas con las protéi­
nes plasmgtlcaa, especlalmente con una ot-Slobullna.
III.1.1.5. AcclPn antltlroidea.
Como su nombre Indies, la acclPn fundamental de estas sustan­
clas se ejerce en la glândula tlroldea.
a ) Efectos bociiSgenos e hlpotlroldeos.
La adminlstraclân de las tloureas a los animales les provoce 
un aumenta del tamano y peso del tlroldes, lo que constltuye la "acclân 
boclâgena"; se produce hlpertrofla a hlperplasla del epltello y dlsmlnu 
ye el cololde de los follculos.
El metabollsmo basai desclende y se detlene el creclmlento y 
desarrollo de los animales, produclândose asl un cuadro de hlpotlroldls 
mo con todos sus slntomas: epatla; debllldad muscular; engrosamlento de 
la plel; calda del pela; Insuflclencla génital deblda a hlpofunclân hl­
poflsarla; retenclân hldrlca en forma de edema duro subcutâneo que con­
tiens agua, cloruro siSdlco y una mucoprotefne que es la que retiens la 
sal y agua en el liquida Interstlclal; aumento de peso, debldo especial 
mente al edema; anemia (por faite de absorclân de vitamine B^^) e hipér 
trofla cardiacs.
Se acepta que las tloureas no bloquean la acclân calorlgânlca
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de les hormones tlroldeas en los tejldos, slno que deprimen la forma- 
cliSn de las mlsmas por la glândula; la dlsmlnuclân de homona tlroldea 
(tlroxlna) en sangre es acusada por la hlpdflsla (mecanlsmo de feed­
back) que responds aumentando la producclân de hormone tlreotropa que, 
sln embargo, no va acompanada de una mayor sfntesls de tlroxlna slno de 
una hlperplasla tlroldea (mecanlsmo compensador) (Astwood, 1943)
B) Dlferenclas en la actlvldad de las tloureas.
Exlsten dlferenclas en la actlvldad antltlroldea o boclâgena 
de las tloureas que son de carâcter cuantltatlvo (Selenkow y Collago, 
196l), puesto que la potencla relative de las mlsmas varfa de acuerdo 
con la especle animal en que se utlllce. Por ejemplo, sa ha comprobado 
que los derlvados dsl imldazol son mâs actives, menas tâxlcos y de efec 
tes algo més râpldos que los derlvados del tlouracllo (irwln y col., - 
1952; Me Gavack, 1953).
c) Mecanlsmo de acclân.
Los agentes boclâgenos derlvados de la tlourea, como se ha In 
dlcado mâs atrâa, Interfleren la sfntesls de las hormonas tlroldeas, - 
bien Impldlendo la convarslân del yoduro en yodo libre par Inhlblclân 
de la peroxldasa con lo que el âltimo no puede Incorporarse a la tlrosl 
na para former MIT y OIT, o tamblân avltando la conjugaclân de las molé 
culas de sus precursores con lo que no se forman las hormonas tlroldeas.
III.1.1.6. Otras acclones de las tloureas.
Ademâs de este efecto antltlroldeo pueden produclr otras ac­
clones de carâcter tâxlco, tratândoss generalmente de reacclones adver­
ses por hipersenslbllldad alârglca, consistantes prlnclpalmenta en eru£
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clones cutâneas y manlfestaclones hemâtlcas, especlalmente agranuloclto 
sla (ingbar y Woeber, 1968).
111.1.1.7. Absorclén, destlno y excreolân.
Estos aspectos han sldo estudlados por Sitar y Thomhlll - 
(1972-73), empleando proplltlouracllo (PTU) y metlmezol (lAP), marcados 
con carbono radloactivo.
Se ha observado que se absorben perfectamente por todas las - 
vfas normales de admlnlstraclân, Inclulda la gastrointestinal; al pasar 
a la clrculaclân el PTU se combina con las protelnas plasmâtlcas en la 
proporclân del 57^ mlentras que el TAP lo hace en un 9ÿ.
Se dlstrlbuyen por todos los tejldos y liquidas del organisme, 
atravlesan la barrera placentarla y pueden llegar a la leche, de esta - 
manera son capaces de Inhlblr la funclân tlroldea del feto y del lactan 
te. Se metabollzan parclalmenta en el organisme (40 a 50^ ), formando - 
los glucurânidos correspondientes; dlchas metabolites y sus férmacos ma 
dre libres se excretan especlalmente por la orlna y una pequena porclân 
por la billsr
Los procesos de blotronsformacliSn y excredân son râpldos de 
manera que es necesarla sumlnlstrar el producto varias veces al d£a, al 
menas cada 8 horas.
111.1.1.8. Via de admlnlstraclân.
La dnlca via de admlnlstraclân utlllzada en la préctlca con 
estas sustanclas es la bucal.
111.1.1.9. Métodoa analftlcos.
Aunque la mayorla de los paises europeos prohlben el uso de 
las sustanclas antltiroideas en la allmentaclân del ganado, esta prâc-
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tlca es todavla frecuente deblda a la falta da un control eflcaz da las 
mlsmas.
Ob ahf qua hayan sldo propuastos varies métodos para daterml 
nar su presancia an laa canales antes da su dlstrlbuclân comercial. Uno 
da estes métodos consista an el examen hlstolâglco de la glândula tlrol 
des (Grlem, 1975).
Para qua el rasultado de esta examen saa slgnlflcatlvamente - 
fiable es Imprasclndlbla la fljaciân inmedlata da las muestras da la 
glândula en formaline al 5-10^ , ya que los camblos autolltlcos post - 
mortan aparecen ya transcurrlda una hors daspuâs del sacrlflclo.
Krsula y Kleavaara (1959) demostraron la presencla del antlti 
roideo 5-vlnll-2-tioxazolldona en la leche. El residue extraldo de la 
leche con acetato da etilo fuâ cromatograflado bldlmenslonalmente sobre 
papal us an do como solvantas prlmero âcldo acétlco al 0,9)t y después una 
mezcla de matanol/éter etlllco. La zona en qua aparecla tloxazolldona 
en el cromatograma se eluyâ y posterlormente se estimé espectrofotomé— 
trlcamente a 240 nm. Las recuparaclones fueron altas, con una medlda 11 
mite de 0,1 p.p.m.
Bruggemann y 8choie (1967) separaron los tlouracllos del plen 
so extraysndo con etanol callente y luego los identlflcaron mediants - 
cromatografla de papal eluyendo con n-butanol saturado con una soluclén 
acuosa de amonlo 0,2N. Las manches fueron visual!zadas con 2,6 dlclo- 
roqulnonlmlda. Los Rfs. fueron 0,02; 0,41 y 0,26 para el tluracllo, me- 
tll-tlouracllo y propll-tlouracllo respect!vamente.
Los anâllsls colorlmétricos del metll-tlouracllo (klTU) en tl­
roides y came constan de una purlflcaclén cromatogréfica del extracto 
y luego de un desarrollo colorlmétrlco con si react!vo de Grote (Bflhnel,
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1966) o con una soluclén de 2,6 dicloroqulnoniraida (Van Waes, 1973).
El método de Van Waes (lac. c^.) esté basado en una extrac— 
clén con metanol y cromatografla en columna de éxido de alumlnlo con - 
cloroformo:metanol (l:l) como eluyente. La determlneclén se hace median 
te lecture a 435 nm. debldo a la formaclén de un color amarlllo con la 
2,6 dlcloroqulnonlmlda. Las recuperaclones del tlouracllo anadldo a 0,1 
p.p.m. eran altas si se reallzaban los anâllsls sln demora.
Como las sustanclas Interflrlentes eran un problems en loa mâ 
todos anterlores; Glssel y Schaal, (1974) propusleron un mâtodo similar 
para la extracclân de los tejldos glandularss pero, para la cromatogra­
fla utlllzaron plaças flnas de slllca gel G-60 que desarrollaron con 
trlcloroetano:etanol (8:2) y revelaron con 2,6 dlcloroqulnonlmlda. Al 
someter dlchas places a la luz ultraviolets a 254 nm. detectaron tres 
tlouracllos. La detecclén limite en tejldos fuâ de 0,5-1,0 p.p.m.
Medlante tâcnlcas que Impllcan la formaclén de derlvados fluo 
rescentes con los compuestos que tlenen un grupo funclonal proplo, que 
completaban a su vez con cromatografla en capa flna, Brabander y Verbe- 
ke (1975) detectaron diverses antltlroldeos, como fenll-tlouracllo (FTU) ; 
MTU, FTU y TAP, h esta concentraclones de 1 parte por 100 mlllones. Las 
muestras de tejldos se extrajeron con metanol y el extracto acldlflcado 
se desengrasé con éter de petréleo. La purlflcaclén del extracto se rea 
llzé con una résina Intercambiadora de anlones (Oowex 50W-X8). Oespuâs 
de eluldo con 5 ml. de metanol al 79%, el extracto se concentré, tampo- 
nlzé y desengrasé con éter etlllco. La muestra se hlzo reacclonar con 
una soluclén aceténlca da NBD-Cl (7-cloro-4-nitrobenzo-2-oxa-l,3 dlazol) 
a 400C. Allcuotas de los derlvados obtenldos se cromatograflaron en ca- 
pas flnas de slllca gel y se desarrollaron bldlmenslonalmente, prlmero
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con cloroformo:etanol [95:5] y luego con cloroformo:àcido propldnico - 
(95:5). La estlmacién fuâ indlrecta por vlsualizacidn de unas manchas 
fluorescentes amarlllo verdosas que aparecfan después de su actlvaclén 
con una soluclén alcaline de clstelna.
Las recuperaclones de los "standards" fueron del 60% a nive­
las de 1 parte por 100 mlllones, pero con 2 gramos de muestras de cer­
ne las recuperaclones fueron mucho mâs bajas, aunque todavla mesura­
bles.
Vlldanger (1975) tamblân llevé a cabo anâllsls de muestras, 
como Brabander y Verbeke, pero usé la ccomatografla liquida de alta - 
presién como técnlca estimative. Los tejldos fueron extraidos con meta­
nol: agua (l:l) y el reslduo se évaporé y se recoglé en dlclorometano.- 
E1 extracto asl obtenldo se sometlé a cromatografla liquida de alta pre 
slén en una columna (300x3 mm.) de slllca gel "Uerck-osorb SI-6Q", elui 
da con dlclorometano:etanol:agua (712:18:12) y la detecclén se llevé a 
cabo a 280 nm. Este mâtodo permltlé estimer concentraclones de hasts 
0,5 partes por 100 mlllones de tlouracllos en came y detectar hasta — 
un nlvel de 0,1-0,2 p.p.m.
III.1.2. Estrégenos de slntesis.
La slntesis del dletllestllbestrol (OES) en 1938 por Oodds 
et al., constltuyé el fundamento bâslco del empleo Industrial de los 
compuestos hormonales para la producclén y cria de animales sarcopoyé- 
ticos, Por primera vez se dlsponla con fines expérimentales de un pro­
ducto hormonal relatlvamente barato y extraordlnarlamente potsnte (Um- 
berger, 1975). Lorenz (1943) fue quien prlmero suglrlé la posibllidad 
de emplear el DES en el engorde de polios, medlante la Implantaclén -
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cervical de tabletaa de esta sustancla.
Muy pronto se comprobé que admlnlstrado por via parenteral el 
DES no sélo mejoraba la eflclencla del plenso, la que se reflejeba en 
una mayor ganancla pondéral y tendencla al engrasamlento, slno que ade— 
mâs tanto en Membres como en machos castrados bouinos y uvlnos daba lu­
gar tamblân a modlflcaclones en el comportamlento sexual, estlmulaclân 
memarie, etc. (Andrews et al., 1949; Perry y col., 1951; Andrews y 
Beeson, 1953; Means y col., 1953),
Sln embargo, admlnlstrado per os con el plenso de los bévldos 
perslstlan loa efectos benefIclosos, sln que se manlfestasen efectos - 
perjudlclales colaterales (Burroughs y col., 1954)
Ademâs del DES se han utlllzado otros derlvados del estllbeno 
taies como hexestrol, dlenestrol y sus dlibetll derlvados.
El DES se slntetlza bajo dos formas Isomârlcas: cls y trans; 
al comparar estos dos Isémeros se observé que solamente el compuesto o 
forma trans mejoraba la ganancla de peso y el balance de nltrégeno en 
los bovlnos y ovlnos (Raun et al., 1970; Preston y col., 1971).
III.1.2.1. Actlvldad flsloléglca y mecanlsmo de acclén.
Los estrégenos ejercen mdltlples acclones tanto en el tracto 
genital como en la glândula mamaria y adn en la secreclén de gonadotro- 
plnas y en el metabollsmo del Ca y Na prlnclpalmenta.
La acclén de los estrégenos, depends de muchas variables ta­
ies como especle animetl, sexo, dosls y via de admlnlstraclén, duraclén 
del tratamlento, etc., etc. (Preston, 1975).
Su acclén sobre los érganos sexualss es caracterlstlca: sobre 
el ovario ejercen una actlvldad dlrectamente Independlente de la In—
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fluecicla gonadotréplca que se traduce en la aparlcién de una intense hi 
peremla ovérlca; sobre el dtero (trompa y cuerpo uterlno) el efecto es— 
trogénico provoce un intenso creclmlento muscular y mucoso que da lugar 
a un fuerte Incremento del peso dsl dteroj los estrégenos Incrementan - 
tamblén el pH del moco cervical.
A nlvel vaginal modlflcan la capa mucoso-epitellal, Increment 
tando la mitosis de las células de la capa basai y conduclendo en defi­
nitive a un aumento del espesor y proliferaclén celular (hiperqueratlni 
zaclén].
Sus acclones sobre el étero y sobre la vagina constituyen la 
basa de los tests bloléglcos para la puesta en evldencla de sustanclas 
de acclén estrogénica en los productos bloléglcos. El test de Allen y
Dolsy o test del frotis vaginal (1923] que se efectéa con ratones o ra­
tas ovarlactoralzados, se ha practlcado mucho, la mlamo que el de Ast-
wood o test del étero (1936) que tlene gran senslbllldad.
Las oplnlones acerca del papel que los estrégenos juegan so­
bre el creclmlento y desarrollo del tejldo maroarlo, son bestante dis­
cordantes, lo que poslbleraente se debe a la varlabllldad de respuestas 
de las dlstlntas especles animales. Asl provocan, en general, un creci- 
mlento prlmarlo de los conductos en los roedores y un aumento del desa­
rrollo del slstema lébulo alveolar en los cobayas y primates cuando ac- 
téan concomltantemente con la progesterone. En los primates y en el hom 
bre, los estrégenos son capaces ger se de provocar un amplla y completo 
desarrollo glandular mamarlo (Cowle y Folley, 1961; Grollman y Grollman, 
1970).
A nlvel hlpoflsarlo, loa estrégenos tlenen la propledad de in 
hlblr la secreclén de la hormone follculoestlmulanta y estimular la de
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la hormone luteinizante. En dosls elevadas y continuas, los estrégenos 
pueden llevar a la Inhlblclén de todas las gonedotroplnas hlpoflsarlas; 
en consecuencla, se produce la anovulaclén y luego la atrofla del ova­
rio- y del testicule en el sexo mascullno-. La acclén de los estrégenos 
sobre la secreclén de gonedotroplnas se realize especlalmente por Inter 
medlo del hlpotélamo, lugar donde aquellos actden; de esta forma, los 
estrégenos Inhlben los centres hlpotalémlcos que normalmente producen 
los factores que llberan las gonadotroplnas (GRF).
Sobre la gléndula tlroldea se sabe que la admlnlstraclén de - 
estrégenos en el hombre aumenta el nlvel plasmétlco dsl yodo unldo a - 
las protelnas, sln que exlstan camblos algnlflcatlvos en la captaclén 
del yodo radloactivo.
Los estrégenos generalmente no ejercen efecto alguno a nlvel 
suprarrenal en el hombre; sln embargo, en el animal puede exlstlr una 
Interesante relaclén entre el nlvel estrogénlco y el tamano de las glén 
dulas suprarrenal es en el senti do de un aumento e hlpertrofla de lets 
mlsmas (Parkas, 1945).
Cuando son altos los nivales plasmétlcos de colesterol y fos- 
follpldos y se admlnlstran estrégenos, aquéllos dlsmlnuyen slgnlflcatl­
vamente.
Igualmente y debldo a su efecto vasodllatador, aumentan extra 
ordlnarlemente el flujo sangufneo.
A nlvel éseo, los estrégenos estlmulan el desarrollo de la ma 
trlz protélca del hueso, favoreclendo la deposlclén célclca. Los estré­
genos promuBven tamblén un alto grado de retenclén sédlca, con el corres 
pondlente errastre hfdrlco y aparlclén de edemas cuando se admlnlstran 
en dosls elevadas.
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Bajo loa ausplcioa da FAO/WHO se célébré en 1975 un slraposlo 
en Rama en el que sa recogen con amplitud muchos de los datos aqu£ exH 
puestos. Las ponenclas y comunicacionas de este slraposlo han sldo édita 
das por Lu y Rendel (1976).
Para expllcar el mecanlsmo en ulrtud del cual los estrégenos 
y otras hormones favorecen el creclmlento y cebo de los animales, se - 
han hecho muchos expérimentes - a veces con resultados contradlctorlos— 
que se han recogldo, entre otras, en las revlslones de Lorenz (1954],
Trankle (1969), Nalbandov (1969) y en el slmposlo de FAO/WHO ya cltado.
En los broilers el efecto mâs sellante es el aumento da los — 
llpldos plasmétlcos y la deposlclén viscéral y subcuténea de grasa; po- 
siblemente como senala Umberger (1975), el répldo aumento de peso corpo 
rai se deba a la deposlclén de grasa. En las aves, los estrégenos no - 
ejercen efecto anabéllco alguno en el metabollsmo del nltrégeno.
Los mamfferas por el contrario, no responden aumentando la 
deposlclén de grasa y en clertos casos, contrarlamente a lo aflrmado, 
no hay aumento de la ganancla pondéral. El rltmo da creclmlento de ra­
tes, ratones y cobayas sa deprlme a medlda que aumenta la dosls de DES. 
Al parecer sélo los rumlantes responden aumentando la ganancla de peso 
vivo y mejorando la converslén del plenso. De acuerdo con Umberger (loc. 
cit.) , exlsten clertos datos que parscsn indlcar que tal respuesta es 
consecuencla del aumento de la secreclén de hormone de creclmlento o de 
la Insullna.
III.1.2.2. Destlno metabéllco.
Desde que comenzé el empleo del DES en producclén animal, han 
sldo muchos los Invastigadorea preocupados por al destlno metabéllco de
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loa estrégenos de sfntesls.
Reclententente Aschbacher (1976), ha publlcado una Interesante 
revlslén sobre el metabollsmo del DES en los rumlantes, cerdos y aves, 
cuando se administra por vfa oral o par Implante.
Mitchell y col., (1959) fueron los prlmeros en user DES marca 
do con trltlo ^ (^H)OES^ , para estudlar suairutas metabéllcas en los ru 
mlantea. Estos estudlos fueron posterlormente ampllados por Hinds et al. 
(1965) y sus resultados colncldleron con los anterlores en la baja re- 
cuperaclén de la radloactlvidad actnlnlstrada ( aproxlmadamente un 50%).
El DES marcado con ^(^ c^)DES^ , lo han empleedo en va­
ries estudlos metabéllcas de rumlantes, entre otros Aschbacher (1972); 
Aschbacher y Thacker, (1974); Rumsey et al. (1975), etc. Los animales 
a loa que se sumlnlstraron un total de 100 mg. de DES fueron sacrlfIca- 
dos a diverses Intervalos y la orlna y las heces fueron recogldas y ana 
llzadas, desde que se Inlclé el tratamlento hasta el sacrlflclo. La con 
centraclén méxlma de en el plasma sangufneo se produce generalmente 
entre las S y 24 horas después de sumlnlstrar una dosls oral énlca de 
(^^C]0E3. Posterlormente dlcha concentraclén déclina répldamente y la 
vuelta a la normalldad se realize al cabo de 96 horas después de adml­
nlstrado el (^^C)OES.
14
En nlnguno de estas expérimentas se détecté GO en el aire
14
explrado, slendo la orlna y las heces las rutas de elimlnaclén del C 
més significatives.
Por laa heces se excreta dos a tres veces més que por la orl­
na. Aproxlmadamente el 85% de la radloactlvidad de la orlna esté repre— 
sentada por el monoglucurénldo de DES.
La secreclén blllar no ha sldo cuantlflcada en los rumlantes;
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sin embargo, las concentraclones relatlvamente altas de radloactlvidad 
de la bills después de sumlnistrada una dosls oral de (^^C}DES sugieren 
que la bills es una vfa secretora.
Los estudlos de Huber y col., (1972) demostraron que el hfga- 
do conjuga eflcazmente al OES para former el correspondiente monoglucu­
rénldo (DES-G).
El hfgado y el rlnén son los énlcos tejldos an los que se ha 
Identlflcado el DES (o DES-G] después de su admlnlstraclén per os.
Los resultados obtenldos de los estudlos de Aschbacher y Thac 
) y Rumsey y col. (191 
el hfgado decrees répldamente.
ker (1974) 75), sugieren que el (^^C)OES residual en
Después de la implantaclén subcuténea de (^^C)DES, la excre- 
clén fecal y urinaria déclina progreslvamente y se establllza a las 16- 
18 sémanas de la Implantaclén.
14Las concentraclones de C en loa tejldos son slempre muy ba­
jas comparadas con la cantldad total Implantada. Las concentraclones de 
14C en la bills son 30-60 veces mayores que en el plasma sangufneo, y 
las de las gléndulas saliveras, pulmones, hfgado y rinones de 2-10 ve­
ces més que an el plasma. Es Interesante senalar que en el méaculo, gra
14sa, bazo y corazén, la concentraclén de C es menor que en el plasma.— 
La concentraclén relatlvamente alta de las gléndulas sallvares aparente 
mente no es Indicative de secreclén saliver, dado que no sa encontré — 
en el rémen (Aschbacher, 1976). Un ano antes Ferrando y col. (1975) 
no encontraron DES en la saliva de ovajas a las que se les habfa implem 
tado este estrégeno.
Del examen de los datos expérimentales més reelentes se dedu­
ce que la Implantaclén de DES, en las condlclones normales de explota-
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cién animal, da lugar slempre en un plazo de tlempo breve a contenldos 
reslduales bestante bajos que desaparecen pronto.
Oespuâs de su admlnlstraclén parenteral a los bovlnos, la con 
centraclén de DES en la came dlsmlnuye aén mâs répldamente.
III.1.2.3. Toxicologie.
En general la toxlcldad aguda de los estrégenos de sfntesls 
es relatlvemente escasa. Très la admlnlstraclén de grandes dosls de es­
tas sustanclas, las manlfestaclones téxlcas observadas son las que cabe 
esperar de una sobredoslflcaclén hormonal; se caracterlzan prlnclpalmen 
te por alteraclones gastroentérlcas.
Nés Importancla que la Intoxlcaclén aguda, tlene el efecto - 
cancerfgeno que, aegén muchos Investlgadores acarrea el sumlnlstro con- 
tlnuado a lets mujeres de pequenas dosls de hormonas estrogénicas (Umber 
ger, 1975).
La primera evldencla de que los estrégenos eran carclnogenétl 
cas data de 1930, segdn senala Burrows y Horning (1952) en su excelente 
publlcaclén, al observer que en ratones hembras se origlnaba céncer de 
marna, después de sumlnlstrarles durante varlos meses por vfa subcuténea 
un extracto de Ifquldo follcular de los avaries de cardes, liés tarde se 
vié que el estrégeno de este Ifquldo era el 17(S estradiol. Pocos anos - 
después se comprobé que en las estlrpes de ratones sensibles podfa orl— 
glnarse céncer por Inyecclén o Implantaclén subcuténea de estrôna, — 
17(î estradiol, equlllna, equllenlna y estrégenos de sfntesls, como el 
DES. En 1941 se comprobé que este dltlmo compuesto origlnaba céncer en 
los ratones cuando se admlnlstraba par vie oral.
MQhlbock y Boot (1958), sumlnlstraron a los ratones estrona 
de manera continuada con el agua de beblda a una concentraclén de -
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100/jg/100 ml., comprobando que la respuesta carclnogenétlca al estnSge 
no aigue la curve de dosls/respuesta (Huseby, 1958; MOhlbock, 1960 y 
Basa y col., 1964]. En todos los experlmentos reallzados par loa Inves 
tlgadores citados la dosia mfnima que daba lugar a reapuesta carclnogé- 
nëtlca era alempre auperlor a la necesaria para alcanzar la maxima res— 
puesta estrogénica en la eatlrpe animal en que ae experimentaba.
En 1971 fue publicado por Herbat y col. un estudio que asocia 
el desarrollo de adenocarcinoma de las câlulas claras de la vagina huma 
na con la absorcidn maternai de DES. Este ha sido y es el punto de par- 
tida de una large polânica que continua aûn en nueatroa dfas.
En 1976, Herbat también publicâ un resûmen sobre los cambios 
observados en el tracto genital de la mujer después de un tratamiento 
con DES.
Se han observado casos cllnicoa de adenocarcinoma vaginal en 
E.E.U.U., Canadâ, México, Europe y Australia. Dos tercios de los casos 
estén directamente asociados a la utilizacién de OES, dienestrol o he— 
xestrol, mientraa que el resto de los casos no puede ser explicado.
Recientemente, varios investigadores han senalado ademéa un 
aumento de la frecuencia de céncer de endometrio en las mujeres trata— 
des con DES y, curiosamente, con estrona después de la menopausia (Marx, 
1976]. Estas informaciones estén siendo verificadas para necesariaman­
te tendré que pasar un periodo largo de tiempo antes de ser confirmadas.
Los datos sobre las efectos del OES en los animales de expert 
mentacién son muy numerosos. Entre estos tenemoa, ademés de los cita­
dos, los de Okey y Gaas (1968] que son loa més aignificativos. No obs­
tante, es necesaria senalar que también se han publicado numerosos tra- 
bajos que han dado resultados negatives.
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Par otra parte, los expérimentas realizados por Ferrando - 
(1972) porecen indicar ciertos efectos tdxicos del OES haste entonces 
ignorados: De una parte, desérdenes graves en la reproduccidn de las 
rates alimentadas con came de animales tratados y de otra, una dismi- 
nuciiSn del creçimiento, del peso medio de los testiculos y del pane de 
los animales de esta misma especie.
Un profundo estudio de Metzler (1976), aporta otros elemen- 
tos interesantes sobre el proceso de activacidn metabdlica precanceri- 
gena del DES en los roedores y en el hombre. Entre los metabolitos url 
narios y billares qua se han identificados en la rata y en el hamster, 
Uetzler aisld par una parte dienestrol, y par otra derivados hidroxi- 
y metoxi- del dienestrol y del DES.
III.1.2.4. Métodos de anélisis de estrdgenos (naturales y sintëticos).
Loa métodos para la deteccién de estrdgenos pueden dividirse 
en histoldgicos, bioldglcos, qufmicos e inmunoldgicos. Cada uno de es- 
tos métodos tiens sus limitaciones y su aplicabilidad, lo que depends 
mucho del tipo de material a examiner.
En los mataderos, por ejemplo, se pueden examinar la carne, 
los drganos, el suero, la orina y las heces, mientras que en las gran- 
jas solamente pdbden analizarse la orina, las heces y algunas veces el 
suero. A nival residual, el examen se limita a la came y a sus produc- 
tos.
a ) Métodos histoldgicos.
La administracidn de estrdgenos puede deteotarsa por los cam­
bios histoldgicos que se aprecian en los génitales y en sus gléndulas 
accesorieis. Estos cambios pueden variar en una misma especie y entre -
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especles dlferentas. Se han estudiada ampllamenta en loa temeros [Du­
bois, 1965; Ruitenberg y col., 1967; Schaarschmidt, 1969; Kroes y 
col., 197D; Grunert y col., 1974), mientras que en corderas, cardos y 
polios la experiencia disponible es més limitada ( Bennats, 1946; - 
Thorborg, 1946).
En los terneras la incidencia de una metaplasia mamelar en la 
pnSstata de los machos y en las gléndulas de Bartolini de las hembras, 
SB usa generalmente coma prueba indicadora en la administracién de es­
trdgenos .
El fflétodo histoldgico es muy sencillo ya que permits detectar 
la administracidn de estrdgenos adn cuando estos hayan sido usados a ni 
veles muy bajos.
B) métodos bioldqicos.
El efecto estiraulanta del crecimiento que tienen los estrdge— 
nos sobre las gléndulas y la musculature de los drganos génitales ha si 
do usado para el desarrollo de varios métodos bioldgicos (Allen y Daisy, 
1923; Astwood, 1938).
Los majores resultados se han obtenido con roedores hembras 
(ratas y ratones) en las que los estrdgenos inducen un incremento del - 
peso uterino y una cornificacidn vaginal. Ambos criterios han sido muy 
utilizados.
El material o muestra para analizar, como la carne del sitio 
de implantacidn o de inyeccidn, el pienso, o el extracto de orina y he­
ces se suministra como alimento a ratas y ratones infantiles. Si la - 
muestra posaia estrdgenos, el peso dsl dtero se incrementa més répida- 
mente que el de los contrôles (Stob y col., 1954; Tiecco, 1961; Ruiten— 
berg y col., 1972). Este efecto se observé utilizando cantidades de
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1-10yug de OES o dienestrol y de 10-100/ug de hexestrol por Kg. de pien 
so. Para los estrdgenos naturales el limite de este test, cuando se su- 
ministre oralmente, oscila entre 100-1000yug/Kg. de material original.
El test de la cornificacidn vaginal en roedores hembras cas- 
tradas esté basado en las observaciones de Allen y Ooisy (1923). Este 
método permits unos limites de deteccidn més bajos cuando el material 
extraido se administra por via parenteral; dichos limites son de aproxi 
madamente 2,5yug/Kg. de material original pare el DES, dienestrol, es­
trona y 17(3 estradiol; de 12,5yUg/Kg. para el hexestrol y de 200yug/Kg. 
para el zeranol.
Ambos métodos ofrscen las mismas posibilidades de aplicacidn, 
pero el dltimo es més especifico para la deteccidn de la actividad es­
trogénica ya que si incremento del peso uterino puede ser inducido por 
otros esteroides no estrogénicos como la testoterona y la trembolona.
La sensibilidad del test vaginal aumenta si se aplican intra- 
vaginalmente extractos concentrados del material a examiner (Emmena y 
Cox, 1960; Martin, I960). Este método, sin embargo, consume mucho tiem- 
po, y es técnicamente més dlficil, par lo que su aplicabilidad es limi­
tada. Lo mismo puede decirse de otros métodos bioldgicos que, sin embar 
go, son muy valiosos como métodos de référéncia de la actividad bioldgi 
ca del compuesto, al igual que los histoldgicos.
C) Métodos qufmicos.
Desde el punto de vista del control, el método de deteccidn 
qufmica tiens la ventaJa de ser corto, (un dia), y de poder detectar - 
especfficamente la naturaleza del compuesto.
El anélisis quimico consta de varios pesos que dependen de!
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material al examinar. Por ejemplo, en la orina, hfgado y rinones el corn 
puesta buscado puede estar presents tanto en forma libre como en forma 
de glucurdnido o sulfato, mientras que en el sitio de implantacidn o de 
inyeccidn suele ester presents en forma de dster (acetato, benzoato, - 
propionato, etc.).
Todos los anélisis qufmicos comienzan con una hidrdlisis y 
una extraccidn del compuesto del material original. La hidrdlisis puede 
ser écida, alcaline o enzimética y puede hacerse entes o después de la 
extraccidn, dependiendo del material y del compuesto que van a ser exa- 
minados.
Posteriormenta se necesitan varias pases de lavado y concen— 
tracidn antes de realizar las distintas pruebas de screenir^ y las prue 
bas qufmicas especfficas.
En los pafses del Benelux y en los de la C.E.E. se han desa- 
rrollado métodos de extraccidn que permiten analizar«los extractos des­
pués del lavado y concentradidn mediante los mismos procedimientos quf­
micos preliminares y de deteccidn. La prueba de screening se usa para 
diferenciar entre presencia de estrdgenos sintéticos y de estrdge­
nos naturales. Taies pruebas han sido propuestas, entre otros, por 
Waldschmidt (1972) y Schuller y Stephany (1973).
Los métodos especfficos, especialmente para el OES, se basan 
generalmente en su cromatograffa en capa fine y en la propiedad de - 
transformarse en compuestos fluorescentes después de sometido a irradia 
cidn ultravioleta (Schuller, 1957), o a cromatograffa gas-lfquido (Smith 
y McNeil, 1972; Oonoho y col., 1973; Kohrman y UacGee, 1977). Los méto­
dos de cromatograffa en capa fins son més sencillos y requieren menos - 
tiempo que la cromatograffa gas-lfquido, pero sin embargo sdlo son ané-
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lisis semlcuantltatluoB. Los limites de deteccidn oscilan entre 1 a 10 
^g/1. o Kg. de material original.
D) Métodos Inmunoldgicos.
En los dltimos anos ha aumentado el Interés por el desarrollo 
de métodos de deteccidn inmunoldgicos que se basan en la posibilidad de 
producir anticuerpoa frente a los estrdgenos tanto naturales como sinté 
ticos. Los estrdgenos per se no son inmunogénicaa, pero cuando se unen 
a portadores proteicos si que la son y actdan como haptenos. Estos anti 
cuerpos se obtienen mediants la inmunizacidn de conejos u ovejeis con 
las hormones esteroideas o sintéticas acopladas a molécules proteicas.
Cuando se tienen los anticuerpos se puede reedizar un radio- 
inmunoensayo (RIE), cuyo principle es el siguiente; una cantidad limita 
da del anticuerpo especifico se hace reaccionar con una hormona marcada 
con un radio-isdtopo (h ’^) . Cuando se anade hormona sin marcar (h ) , és— 
ta se une al anticuerpo en una cantidad equivalents a la cantidad de - 
hormona marcada liberada. Por lo tanto, se puede medir la cantidad de 
radioactividad de la H* libre y la de la hormona radio-marcada unida al 
anticuerpo. El esquema séria el siguiente:
+ Ab 4-----  H*Ab
i l
HAb
Los métodos de produccién de anticuerpos especfficos para es­
teroides han sido descritos por varios autores y revisados por Lieber- 
raan et , (1959); Thorneycroft et al. (1970) y Abraham (1973).
Los radioinmunoensayos para esteroides estrogénicos han sido
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descritos por Jiang y Ryan (1969); Abraham (1969); Exley y col., - 
(1971); Hoffmann y Karg (1973); Korenman y col., (1974) y Christner y 
Fatter, (1974). Los métodos para el DES fueron publicados por Abraham 
y col., (1972) y Rorabauts (1973).
Se pueden presenter reacciones de interferencia entre grupos 
de compuestos relacionados estructuralmente, taies como la estrona, 
sstriol y estradiol o DES, dienestrol y hexestrol.
El radio-inmunoensayo es generalmente muy sensible y permits 
detectar cantidades tan pequenas como ng/Kg.
Bajo ciertas condiciones, y solamente si los niveles de 
estrégenos son muy altos, el radio-inmunoensayo puede ser usado con el 
suero o con otros fluidos bioldgicos sin necesidad de extraccidn. Sin 
embargo, en la mayorla de los casos se necesita procéder a la extrac­
cidn. Para poder realizar el anélisis el extracto tiene que ser relati 
vementa puro.
Este método requiers laboratorios especiales y el tiempo to­
tal necesario para el anélisis es demasiado largo para su aplicacidn 
préctica.
Van Weemen (1974) , ha utilizado un enzima como marcador de 
la hormona en vez de un radio—isdtopo, lo que ofrece varias venta- 
jas: la hormona marcada con el enzima es mucho més astable que la ra­
dio marcada y por lo tanto puede almacenarse més tiempo, évita 
el trabajar con compuestos radioactives, el tiempo total de anélisis 
es més corto y el sistema ofrece unas posibilidades muy buenas de auto— 
matizacidn.
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111.2. MATERIAL Y METODOS.
111.2.1. Determinacldn de sustancias antltlroldeas.
La determlnacldn de suatanclas antltlroldeas se llevd a cabo 
a partir de muestras obtenidas da tiroides, de higado (idbulo de Spige- 
llo] y de musculature cervical inferior.
Pare la estimacidn de las sustancias antitircideas se siguie- 
ron dos métodos, uno cualitativo y otra cuantitativo.
111.2.1.1. Método cualitativo.
Corresponde, en esencia, al método descrito por Brabander y 
Verbeke (1975). 
a ) Extraccidn y purificacién.
Se pesd una cantidad conocida de muestra (alrededor de 2 gra- 
raos) y se trituré y homogeneizd en un aparato M.S.E. con 5 volûmenes de 
metanol. La mezcla se agité enérgicamente durante 20 minutas y después 
se centrifugé a 2.000g. durante 3 minutes. Se decanté el sobrenadante 
y se acidified con 1 ml. de CIH 1N. Los Ifpidos apolares se elirainaron 
mediante levados sucesivos (3 veces) con'éter de petrdleo (40-609) con 
la ayuda de embudos de separacidn.
La purificacién se realizé en résina Oowex 50W-X8 para lo 
eual se rellend una columna de vidrio (300 x 9 mm.) con las suspensio- 
nes acuosas de esta résina (previamante lavada, como se senala en -
11.2.2.) hasta una altura de ISO mm. Antes de su uso se sustituyd el 
agua destilada por metanol del 75% haciendo pasar varias veces por la 
columns dicho eluyente.
El extracto, disuelto en un volumen de unos 10 ml. de meta-
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nol, se colocd en el lecho croniatogrâfico y se hizo pasar a traués de 
la columna con un flujo de 2 ml/mlnuto aproxlmadamente; posteriormente 
la columna se tratâ con metanol del 75%. Todas las fracciones se raco- 
gieron conjuntamente y se evaporaron en un rotovapor a 4Q9C. El extrac 
to concentrado (l ml.) se mezcld con S volémenes de*tampén fosfatoO,2U 
pH 8 y con 0,5 volOmenes de meteuiol. El pH se ajusté a 8. Los Ifpldos 
polarea se extrajeron posteriormente lavando 3 veces con éter etllico. 
Se recogié la fraccién acuoso-metanélica y se libéré del éter disuelto 
con ayuda de una corriente de nitrégeno.
8) Reaccién.
Al extracto obtenido en el apartado anterior se le anadié - 
0,1 ml. de una solucién aceténica al 0,25% de Cl-NBü (7-cloro-4-nitro- 
benzo-2 oxa-1,3 diazol) preparada inmediatamente antes de su uso. La 
reaccién para former los Cl-NBD derivados se llevé a cabo en la oscuri- 
dad a 40BC. en un bano maria durante una hora. Una vez concluida la 
reaccién se dejé enfriar y se le anadieron 0,5 volémenes de éter etfli- 
00 y se acidificé con CIH IN hasta un pH de 3-4. Très una agitacién - 
enérgica se recogieron las fracciones etéreas procédantes de 3 é 4 ex- 
tracciones, las cuales contanfan los derivados tireostéticos. La peque- 
na porcién acuosa que acompana siempre al éter se libéré mediante la 
adicién de sulfato sédico anhidro y posterior filtracién. El volumen fi 
nal se concentré hasta unos 0,2-0,5 ml. mediante evaporacién del éter 
en un rotovapor.
Como patrones se utilizaron soluciones metanélicas al 0,02 % 
de cada uno da los siguientes antitiraideos suministrados por "Merck": 
4(6) propil-2-tiouracilo (PTU), 4(6) metil-2-tiouracilo (hTU) , 2-tio-
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uracllo (t u) y 2-mercBpto-l-dietiliniidazol o "Tapazol" (TAP). Los deri­
vados del Cl-NBO se fomiaron de la misma forma que la descrita para la 
muestra.
C) Cromatograffa en capa fina.
Loa extractos, junto con los patrones, se cromatografiaron en 
plaças de silica gel G-60 y silica gel 6-2EHR preparades segiSn se des­
cribe en II.2.2. utilizando como fase mévil, en ambos casos, clorofor- 
rao/etanol (95/5) (v/v). La cromatograf1a se desarrollé en cubetas que 
no estaban saturadas de disolventes.
Las sustancias antitiroideas se pusieron de manifiesto pulve- 
rizando las places con una mezcla 1/50 (v/v) de cistelna al 3% y eta- 
nol/isopropanol/amonlaco del 25% (SO/50/2) (v/v/v) preparada inmedia­
tamente antes de su uso.
Los antitiroideos aparecen como manchas amarillo-verdosas - 
cuando se observan a la luz ultraviolets a 366 nm.
Con el fin de comprabar el comportamiento cromatogréfico de 
las sustancias antitiroideas, se cromatografiaron los patrones mencio- 
nados anteriormente en silica gel G-60 y silice gel G-2EHR. A pesar de 
les recomendaciones de Brabander y Verbeke (1975) sobre la convenien- 
cia de utilizer silica gel G-60, en nuestras condicones expérimentales 
no hubo diferencia alguna con la silice gel G-2SHR como puede obser— 
varse en la figura 2. Los Rfs. presentaron unos valores muy aproxima- 
dos (tabla l). Para la identificacién de los tiouracilos en las mues­
tras, se utilizé en todos los casos, silica gel G-60. Los Rfs. se com- 
pararon con las manchas patrones.
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FIGURA 2; CROMATOGRAMAS EN CAPA FINA DE SILICA GEL G -6 0 (a ) Y 
SILICA GEL G-25HR(b). REVELADOR: REACTIVO DE CISTEINA. MANCHA 1:TU; 
MANCHA 2: MTU; MANCHA 3; PTU; MANCHA 4: TAP. TODAS LAS MANCHAS 
PRESENTARON UN COLOR AMARILL0-VERD050.
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TABLA I.
Valores Rf x 100 de las sustancias antitiroideas patrones.
Plaça TU HTU PTU TAP
SIL G-60 17 25 34 67
'
SIL G-25HR 20 39 46 70
Fase mdvil w Clorofortno : etanol (95:5) .
Cubetas no saturadas.
TU » 2-tiouracilo; MTU - 4(6) metil—2-tiouracilo; PTU » 4(6) pro 
pil-2-tiouracilo; TAP « 2-mercapto-l-metilimidazol o "tapazol".
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III.2.1.2. Método cuantitativo.
El anélisis cuantitativo sa efactüé de acuerdo con el método 
descrito por Van Waes (1973).
a ) Extraccidn.
Una muestra conocida de tejido (an tomo a 20 gremos] se ho— 
mogeneizé en un aparato M.S.E. y se mantuvo en agitacién durante 30 mi- 
nutos con 5 volémenes de metanol. Posteriormente se filtré teniendo la 
precaucién de arrastrar con més metanol la totalidad de las sustancias 
antitiroideas.
El disolvente sa évaporé a 4090. en un rotovapor hasta un vo— 
lumen de unos 25 ml. que se pasaron a un embudo de separacién arrastran 
do cuantitativamente las sustancias antitiroideas, primero con un volu— 
men igual de agua destilada y después con 2 volémenes da éter etllico. 
Très la separacién de las fasea, se recogié la acuosa y la etérea se - 
volvié a lavar con otro volumen de agua destilada que se anadié a la 
primera.
Los disolventes se evaporaron hasta la sequeded con la ayuda 
de un rotovapor a 4090. teniendo la precaucién de anadir previamante - 
una gota de silicons ("Fluka"), para avitar la fomacién de espuma.
a) Oromatograff a.
Se llevé a cabo en columnes de vidrio de 300 x 16 mm.
B.l. Empaquetado de la columna.
Se deposité éxido de aluminio previamante activado (véase — 
IX.2.2.) en un mortero y se le anadié cloroformo/metanol (l/l) (v/v). 
Alcanzada la perfecta homogeneizacién del éxido de aluminio en la -
46
mezcla de disolventes, la suspenslén se introdujo en la columna de vi­
drio que se tapé con algodén cuidando siempre que el nivel de la mezcla 
de disolventes cubriese al menas el tapén de algodén, para evitar la de 
secacién de la porcién superior de la columna.
B.2. Desarrollo de la cromatograffa.
Al extracto obtenido en A se le anadié cloroformo/metanol - 
(l/l) (v/v) y los disolventes Junto con la porcién disuelta en la mez­
cla, se depositaron en la columna. Como eluyentes se utilizaron prime­
ro cloroformo/metanol (l/l) (v/v) y después metanol del 100%. Poste­
riormente , al residue del extracto que no se habfa disuelto en clorofor 
mo/metanol (l/l) (v/v) se le anadié metanol del 75% can lo que la mus£ 
tra quedé totalmente disuelta y se pasé por la columna. Se recogieron 
solamente las sustancias eluidas con metanol del 75%, lo que se consi- 
guié desechando los primeras voléraenes (7-8 ml.). Para recoger cuanti 
tativamente toda la muestra se hizo un segundo lavado del matraz origi­
nal con metanol del 75%, que también se pasé por la columna.
Durante toda la cromatograffa, se protegieron de la luz, tan­
to la columna como los extractos recogidos, con ayuda de un pano negro.
El eluato total se évaporé hasta sequeded a 40*0. en un roto­
vapor.
c) Determinaclén colorimétrica.
Al extracto obtenido en B.2. se le anadié 1 ml. de una solu- 
cién de 2,6 dicloro-quinona-cloroimida al 0,04% en isopropanol y 20 vo 
léraenes de tampén tris 0,25M pH 7,6 y se dejé reposer durante 20 minu­
tes a temperature ambients, durante los cuales se desarrollé una colora 
cién amarillenta.
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La dlsoluclén se trasvasé cuantitativamente a un embudo 
de separacién y se estrajo 3 veces con 4, 4 y 3 ml. de cloroformo res— 
pectivamente.
Los extractos cloroférmlcos se recogieron conjuntamente y 
se les anadié la cantidad suficiente de cloroformo para obtener un 
volumen final de 10 ml. que se filtré a través de papel Whatman - 
némero 1.
La densidad éptica se leyé a 435 nm. contra un blanco de - 
cloroformo y las lectures se refirieron a una gréfica patrén prepa­
rada con metil-tiouracilo (figura 3) tratado de la misma forma.
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FIGURA 3: GRAFICA PATRON PARA LAS DETERMINACI0NE5 
DE METIL TIOURACILO (MTU) POR EL METODO DE VAN WAE5 (1973).
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III.2.2. Oeterminacldn de estrdgenos
La determinacidn de estrdgenos se llevd a cabo en muestras ob 
tenldas a partir del higado y de la musculature cervical inferior de d^ 
versos animales de la especie bovlna.
H I .2.2.1. Extraccidn y purlficacldn.
La extraccidn se reallzd slgulendo en esencia el mdtodo da 
Smith y McNeil (1972). Para ello, se pesd una cantidad conocida de mue^ 
tra (en torno a 20 gramos] y se trlturd y homogeneizd durante unos dos 
mlnutos en un aparato VU.S.E" con clnco voldmenes de una mezcla de ace- 
tonltrllo/agua (9/1) (v/v). El homogenelzado résultante se acidified - 
con CIH 5N (l ml.) y se hlrvld a reflujo durante 30 mlnutos, posterior 
mente se filtrd en embudo BOchner a través de papel Whatman N: 1 y se 
lavd dos veces con n-hexano, en un embudo de separacidn, con el fin de 
ellmlnar muchas de las sustancias que acompanan a los estrdgenos. A 
contlnuacldn se le anadld benceno a la fase acuosa y se lavd otras dos 
veces con una solucldn de CO^Na^ al 10 % para ellmlnar las sustancias 
dcldas (prlnclpalmente âcldos grasos) arrastradas con los estrdgenos.- 
Se ellmlnd la fase inferior y la orgânlca se purified mediante lavado 
(dos veces) con agua destilada. Posteriormente, se le anadld un volu­
men igual de una solucldn de NaOH al l)t; très una agitacidn enérgica 
se recogid la fase inferior eliminando la fase orgânlca. A contlnuacldn, 
se acidified con CIH concentrado (2 ml.) y se le anadieron 20 ml. de - 
benceno. Después de agitacidn y separacidn de las fases se recogid la 
solucldn bencénica que contiens los estrdgenos.
El benceno sa ellmlnd con la ayuda de un rotovapor, sumergien 
do el matraz que contenfa las muestras en un bano de agua a 40*C. Para
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su aplicacidn en la linea de origen da le plaça cromatogréfica se disol 
vid en 1 ml. de etanol.
III.2.2.2. Identificacidn.
Se llevd a cabo par fraccionamiento mediante cromatograffa en 
capa fina y posterior revelado de las manchas. Para ello se siguid la 
metodologfa descrita por Ferrando y Renard, (1968).
a) Colocacidn de la muestra.
Sobre la capa de silica gel se depositaron 50yul. de una solu 
cidn etandlica de cada muestra, procurandd no danar la superficie de la 
capa. Como patrones se emplearon 50yul. de una solucidn etandlica al 
0,125 % de cada uno de los siguientes estrdgenos: dietilestilbestral 
cis (des cis), dietilestilbestrol trans (DES transi. dienestrol (DN), 
hexestrol (HX) y estradiol (ES) , o bien una mezcla a partes iguales de 
los mismos.
b) Desarrollo de las cromatograffas y revelado de las plaças.
El desarrollo de las cromatograflas tuvo lugar en cdmaras sin 
saturar, dândose par concluido cuando el frente de la fase mdvil se - 
aproxlmaba a los 4 cm. del borde superior de la plaça.
La técnica original de Ferrando y Renard (1968) utiliza dos 
fases mdviles; une compuesta por éter de petrdleo/éter etllico (4/6) 
(v/v), con lo cual se seperan los estereoisdmeros (formas cis y trans) 
del dietilestilbestrol, el hexestrol y el dienestrol. Para separar el 
estrdgeno naturalmente presents en el organisme, el estradiol, las pla­
ças se desarrollan con benceno/éter etllico (4/6) (v/v). De acuerdo - 
con nuestras experiencias, ambes fases mdviles permiten una clara iden-
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tiflcacldn da todos los estrdgenos citados (figura 4}, aûn cuando con 
éter de petrdleo/éter etllico se distingufan raejor las manchas por lo 
que se utilizd este sistema en todas las experiencias posteriores.
El revelado se realizd, en todos los casos, con el réactive 
de Vainillina (Metz, 1961)^solucidn de vainillina (4-hidroxi-3-metoxi- 
benzaldehido) al 1% en écido ortofosfdrico al 50 . Las plaças una
vez pulverizadas se mantuvleron a 120»C durante 10 minutes con lo que 
el dietilestilbestrol (cis y trans) y el dienestrol toman una tonali- 
dad azulada y très 25 minutes a 1200C, el hexestrol se toma de color 
rojo. El estradiol adquiere una coloracidn verdosa oscura très 15 mi- 
nutos de tratamiento térmico.
Aunque Ferrando y Renard (1968) concluyen en su trabajo que 
en las plaças desarrolladas con éter de petrdleo/éter etllico (4/6) - 
(v/v), el OES-trans, el dienestrol y el hexestrol presentan unos Rfs., 
aunque prdximos, lo suficientemente distintos para permitir la iden­
tificacidn de cada uno de ellos, en nuestras experiencias y basados - 
exclusivamente en los Rfs., sdlo pudieron identificarse claramente el 
DES-trans y el dienestrol si en la mezcla no estaba incluido el hexes­
trol; cuando lo estaba la identificacidn fue nés diflcil debido a que 
el hexestrol présenta un Rf. igual o muy prdximo al del DES-trans.
Su identificacidn se realizd atendiendo a los Rfs. y al co­
lor de las manchas; el hexestrol originaba una manche de color rojo 
de Rf 0,61 con un halo rosado y sobre alla se apreciaban dos manchas 
de color azul de Rfs. 0,62 y 0,60 perfectamente distinguibles que co- 
rrespondfan al DES-trans y dienestrol respectivaraente (véase figura 
nûraero 4 b).
— Frente-
-  Origen-
7A 5 62 31 2 3 4 5 6 7
(a) (b)
FIGURA 4: CROMATOGRAMAS EN CAPA FINA DEL ESTRADIOL (ES) Y DE LOS 
ESTROGENOS SINTETICOS MAS CORRIENTEMENTE EMPLEADOS: 
DES-trans. DES-cIs, DIENESTROL (DN) y HEXESTROL (HX).
1-DES trans. 2-DES cis. 3 -ON. 4-H X, 5-ES,
6 -MEZCLA DE DES trans, DES cis. DN, HX Y ES,
7 -MEZCLA DE DES trans, DES cis, DN Y ES.
53
in.3. RESULTADOS Y DISCUSION .
i n . 3.1. Sustancias antltlroldeas.
III.3.1.1. Caracterlstlcas de los animales y modlflcaclones macroseg- 
plcas del tlroldes. musculature cervical Inferior e hfnado.
Las muestras utlllzadas (tlroldes, hlgado y musculature cervi 
cal Inferior] para evldenclar la presencia de sustancias antltlroldeas 
se übtuvleron de animales da la especie bovine de edades comprendldas 
entre 12 y 14 meses, procédantes de diverses provlncias de Castilla y 
Extremadura. Las muestras obtenidas a partir del hlgado y de la muscu- 
latura cervical Inferior fueron, en todos los casos, de un peso de aire 
dedor de 500 gramos y se recogieron sagùn se describe en II.3.1.1. La 
glândula tlroldes se extrajo totalmente.
La tabla II muestra los pesos de la canal y del tiroides de
cada uno de loa animales estudlados, asl como la edad y la provincia
de donde procedlan.
Todos los animales tuvleron un peso canal comprendldo entre 
los 210 y 354 Kllogramos. El peso de la glândula tlroldes oscllâ amplla 
mente pero, en cualquler caso, siempre fué superior al normal del des­
crito en los tratados de anatomia (entre 21 y 36 gramos), excepto en - 
los animales ndmeros 19, 20 y 21 cuyos pesos estuvleron comprendldos 
entre loa limites descritos. El tamaHo de los restantes fue exceslva- 
mente grande llegando Incluso en uno de ellos (ndmero 15) hasta un
peso de unas 15 veces superior al considerado normal.
Este aumento de tamano ha sido constatado por cuantos experl- 
mentalmente han Incluido en el pienso de los animales fârmacos antiti­
roideos (Astwood, 1943; Fields, 1957; Tiecco y Valfré, 1970; Griem, -
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TABLA II.
Caracterfsticas de los animales Utilizados en este estudio y peso 
de la gl&idula tlroldes de cada uno de elles.
Animal
NS
Edad
[meses)
Peso canal 
(KO.)
Procadencla Peso Tlroldes
(g.)
1 12 316 Câceres 59
2 12 270 Badajoz 128
3 12 320 Badajoz 135
4 12 321 Badajoz 60
5 13 316 Cludad Real 135
6 13 352 Cludad Real 174
7 14 325 Segovia 166
a 12 260 Segovia 109
9 14 334 Segovia 148
10 13 210 Segovia 132
11 14 247 Segovia 104
12 12 253 Segovia 84
13 13 354 Câceres 94
14 14 315 Câceres 91
15 13 321 Câceres 330
16 12 269 Badajoz 120
17 13 300 Badajoz 93
18 12 303 Badajoz 104
19 12 267 Toledo 22
20 13 279 Toledo 29
21 12 295 Toledo 25
22 14 300 Avila 257
23 12 326 Avila 107
24 12 260 Avila ■ 83
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1975; etc.).
Aunque algunos de los entradores aseguraron que a los anima­
les no sa les habfa adminlstrado fârmaco alguna, fué imposlble encon- 
trar en los animales estudlados un tlroldes normal que slrvlese de con­
trol, dado que los anâllsls que posteriormente se realizaron revelaron 
la presencia da metll-tlouracllo en estas glândulas; poslblemente ello 
sea consecuencla del eropleo rutinarlo de los antitiroideos en muchos de 
los piensos compuestos que hoy oferta la Industrla, a pesar de que la 
Incorporaclân de estas sustancias a los alimentes del genado esté prohl 
blda desde el 30 de junlo de 1977, como més atrés se Indice. Rodriguez 
Marin (1979) participa también de esta oplnlén.
Oebe hacerse constar, sin embargo, que los animales comprend! 
dos entre los ndmeros 1 y 14 se sacrlflcaron en una época en la que no 
estaba especlfIcamente prohlbldo el uso de antitiroideos en alimenta—  
cién animal y los dltlmos, qulzâs reclbleron pienso elaborado antes de 
la prohlblclén, puesta que como se ha dlcho, la incorporaclén de estas 
"flnallzadores" al pienso se ha llevado a cabo de una forma rutlnarla. 
Cabe suponer, par tanto, que Incluso Ignoréndolo el entrador o ganadero, 
los animales hayan estado rsclblendo sustancias antltlroldeas.
La figura 5 muestra dos fotograffas de gléndulas hlpertrofla- 
das, procedentas de los animales ndmeros 7, 9 y 12 respect!vamente. Las 
medldas descrltas para cada lébulo de un tlroldes normal en animales - 
anojos son de unos 5 cm. de longltud y 4 cm. de anchura (Sânz Egana, 
1967). Los tlroldes que se muestran en la figura 5 dlaron las siguien­
tes medldas: animal ndmero 7, aproxlmadamente 9,5 x 8 cm.; animal ndme- 
ro 9, unos 9 x 6,5 cm, y animal ndmero 12, aproxlmadamente 7,5 x 6,5 cm.
Respecte al color observado en la came, es necesario apuntar
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Figura 5: Tiroides hipertroflados procedentes de los animales 7 
(superior), 9 (centro) y 12 (inferior).
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que macroscéplcamente se aprecicdaa una tonalidad pâllda, fâcllmente dis 
tingulble de la tonalidad purpura de la mlogloblna. Esta alteracidn del 
color muscular se debe sin duda a la dlluclén de los pigmentas de la 
carne en el llquldo Interstlclal que es exceslvo y, por supuesto, mucho 
mayor que en la musculature de los animales que no reclben tlreostéti- 
cos.
El hlgado, sin embargo, présenté un color normal, no apreclén 
dose modlflcaclén macroscéplca alguna.
n i . 3.1.2. Identlflcacién de las suatanclas antltlroldeas.
Allcuotas de los extractos obtenldos segûn se describe en -
III.2.1.1. (aproxlmadamente 20yul.), se cromatografiaron en plaças de 
capa fina preparadas con slllca gel G-60 y se desarrollaron con cloro- 
formo/etanol (95/5) (v/v). Las lâmlnas se revelaron con el react!vo de 
cistelna (III.2.1.1.C.). En todos los extractos, tanto de tlroldes co—  
mo de hlgado y musculature cervical Inferior, se detectaron algunas de 
las dlferentes sustancias antltlroldeas.
En las figuras 6, 7, 6, 9, 10, 11, 12 y 13, se muestran los 
resultados obtenldos al someter a cromatografla extractos procedentes 
de la gléndula tlroldes, hlgado y carne de la musculatlire de la reglén 
cervical Inferior, procedentes de loa animales estudlados. La enumera- 
clén de las manches se ha reallzado de acuerdo con el érden que se In­
dies en la figura 6, que es un mapa cromatogréflco de la mezcla de pa­
trones y del extracto de la muestra de tlroldes numéro 2, que fué la 
que dlé lugar a un mayor némero da manchas. Todas las manchas, Incluso 
las no IdentifIcadas, presentaron un color amarlllo-verdoso, cuando se 
revelaron con el reactlvo de clstefna.
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FIGURA 6: CflOMATGGRAMA EN CAPA FINA DE SILICA GEL G-60 DE LOS 
EXTRACTOS DE TIRDIDES (t), HIGADO (h ) Y MUSCULATURA CERVICAL INFERIOR 
(C) PROCEDENTES OE LOS ANIMALES 1, 2 Y 3 DE LA TABLA II, Y DE UNA ME2 
CLA DE PATRONES DE TIOURACILO (l), METIL-TIOURACILO (2), PROPIL-TIO- 
URACILO (3) Y TAPAZOL (S).
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FIGURA 7: CR(MATOQRAMA EN CAPA FINA DE SILICA GEL G-60 DE LOS 
EXTRACTOS DE TIROIOES (T), HIGAOO (h) Y MUSCULATURA CERVICAL INFERIOR 
(c) PROCEDENTES DE LOS ANIMALES 4, 5 Y 6 DE LA TABLA II, Y OE UNA MEZ 
CLA DE PATRONES DE TIOURACILO (l), METIL-TIOURACILO (2), PBOPIL-TIO- 
URACILO (3) Y TAPAZOL (6).
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FIGURA 8: CROMATOGRAMA EN CAPA FINA DE SILICA GEL G-60 OE LOS 
EXTRACTOS DE TIROIOES [t ), HIGADO (h ) Y MUSCULATURA CERVICAL INFERIOR 
(C) PROCEOENTES DE LOS ANIMALES 7, 8 Y 9 DE LA TABLA II, Y DE UNA MEZ 
CLA OE PATRONES DE TIOURACILO (l), METIL-TIOURACILO (2), PROPIL-TID- 
URACILO (3) Y TAPAZOL (s).
61
Frente
Origen-
0  A  O  o  o
'10 11 12 ^  ^ 0  "l1 ^12 ^10 ‘*11 ^12
FIGURA 9: CROMATOGRAMA EN CAPA FINA OE SILICA GEL G-60 OE LOS ■ 
EXTRACTOS OE TIROIOES (T), HIGAOO (h ) Y MUSCULATURA CERVICAL INFERIOR 
(C) PROCEDENTES DE LOS ANIMALES 10, 11 Y 12 DE LA TABLA II, Y DE UNA 
MEZCLA DE PATRONES DE TIOURACILO (l), METIL-TIOURACILO (2) , PHOPIL-TID 
URACILG (3) Y TAPAZOL (S).
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FIGURA 10: CROMATOGRAMA EN CAPA FINA OE SILICA GEL G-60 OE LOS 
EXTRACTOS OE TIROIOES (T) , HIGADO (h ) Y MUSCULATURA CERVICAL INFERIOR 
(C) PROCEDENTES DE LOS ANIMALES 13, 14 Y 15 DE LA TABLA II, Y DE UNA 
MEZCLA DE PATRONES DE TIOURACILO (l), METIL-TIOURACILO (s), PROPIL-TID 
URACILO (3) Y TAPAZOL (6).
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FIGURA 11: CROMATOGRAMA EN CAPA FINA OE SILICA GEL G-60 OE LOS 
EXTRACTOS OE TIROIOES (l), HIGADO (h ) Y MUSCULATURA CERVICAL INFERIOR 
(C) PROCEDENTES DE LOS ANIMALES 16, 17 Y 18 DE LA TABLA II, Y DE UNA 
MEZCLA DE PATRONES DE TIOURACILO (l), METIL-TIOURACILO (2) , PROPIL-TID 
URACILO (3) Y TAPAZOL (6).
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FIGURA 12: CROMATOGRAMA EN CAPA FINA OE SILICA t%L G-60 OE LOS 
EXTRACTOS OE TIROIOES (T), HIGAOO (h ) Y MUSCULATURA CERVICAL INFERIOR 
(C) PROCEDENTES OE LOS ANIMALES 19, 20 Y 21 DE LA TABLA II, Y DE UNA - 
MEZCLA DE PATRONES DE TIOURACILO (l), METIL-TIOURACILO (2), PROPIL-TIO 
URACILO (3) Y TAPAZOL (S) .
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FIGURA 13: CROMATOGRAMA EN CAPA FINA OE SILICA GEL G-60 OE LOS 
EXTRACTOS OE TIROIOES (l), HIGADO (h) Y MUSCULATURA CERVICAL INFERIOR 
[C) PROCEOENTES OE LOS ANIMALES 22 , 23 Y 24 OE LA TABLA II, Y OE UNA 
MEZCLA DE PATRONES DE TIOURACILO {l), METIL-TIOURACILO (2) , PROPIL-TIO 
URACILO (3) Y TAPAZOL (6).
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Con la letra T , sa désigna a los extractos obtenidos del ti­
mides , la H corresponde a los del hfgado y la C a los de la musculatu- 
ra cervical inferior. Con la letra M se indica una mezcla, a partes 
iguales, de patrones de tiouracllo, metll-tiouracilo, propil-tiouracilo 
y tapazol.'
La manche numéro 1, de Rf 0,17, corresponde al tiouracllo, — 
sustancia que no se detectd en ninguna de las muestrès de los tejidos 
anallzados.
La oBDcha nûnero 2, aparece en todos los extractos orgânlcos 
estudiados, excepto en los procédantes de la musculature cervical infe­
rior de los animales ndmeros 22, 23 y 24. Dado que su color y Rf de 
0,25, corresponden a los del metil-tiouracilo, se identified como tal.
La mancha ndmem 3, de Rf 0,34, se identified como propil-ti£
uracilo al mostrar un Rf igual al patrdn. Se encontrd principalmente en
los extractos procedentes del hfgado (en el 70% de los casos} mientras 
que sdlo se puso de manifiesto en un 30 ÿ de los pracedentes de la mus­
culature cervical inferior y del tiroides.
La mancha ndmem 4, de Rf 0,43, se aprscid en 12 muestras de 
les cuales 8 (33,3%) pmcedfan de timides. Aunque en los patmnes que 
nosotms utilizemos no figuraba el fenil-tiouracilo, presumiblemente se 
tratarfa de este pmducto dado que su Rf se corresponde con el descrlto 
por otms autores para el fenil-tiouracilo (Srabander y Verbeke, 1975). 
El aspecto de la mancha es tambidn caracterfstico del fenil-tiouracilo.
La mancha ndmem 5, que sdlo se observd en cuatra muestras de 
timides, mostrd un Rf de 0,52 y no hemos llegado a identificarla.
La mancha ndmem 6, de Rf 0,67, se detectd en cuatm muestras,
una de hfgado y très de timides ; su situacidn cmmatogrdfica, su aspec
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ta y el Rf, ya cltado, corresponden a los del tapazol, por lo que se 
identified como tal.
La mancha ndmero 7 sdlo se puso de manifiesto en cuatro mues— 
tras procédantes del tiroides; su Rf fue de 0,75 y no se logrd identifi 
car.
En todos los cromatogramas se observaron una serie de menchas 
que corrleron con el frente (Rf 0,98). Oichas manches se deben al exce- 
so de reactive NBO-Cl que no reacciona con los antltiroideos.
La ausencia de tiouracllo en los extractos tlsulares que he­
mos estudiado indica que en la prâctica corrlente de explotacidn animal, 
SB prefieren sus derivados al producto puro. Prdcticamente en todos los 
trabajos publicados se emplean como antltiroideos sus derivados metilo, 
propilo, etc., siendo el metil-tiouracilo el mds utillzado, como afir- 
man Quevauvillier y Binet (1962) .
Aunque BShnel (1966) senald que sdlo el tiroides de los anima 
les tratados contenfan cantidades détectables de metil-tiouracilo, subs 
tancla que segdn este autor nunca aparecia en otros tejidos, nosotros 
la hemos encontrado en los très tlpos de tejidos anallzados (tiroides, 
hfgado y musculature cervical inferior). Del mismo parecer son Braban- 
der y Verbeke floc. cit.) quienes afirman que la presencia de este an 
titiroideo en la glândula tiroides va siempre acompanada de su exlsten- 
cia en le carne, rindn e hfgado.
El propil-tiouracilo es el derivado que se ha puesto de mani­
fiesto en el 70 ^  de los extractos de tiroides examinados y en el 30 % 
de los procedentes de musculature cervical y de hfgado, con lo que es- 
tos resultados concuerdan con los encontrados por Bosco (l97l) y Ayan, 
(1976).
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La frecuencia con que se detectd el derivado fenilo (en 8 
extractos tiroideos y 4 de hfgado y musculature cervical) y el tapazol, 
que sdlo se encontrd en cuatro muestras de tiroides, es raucho raenor, lo 
que tambidn han constatado cuantos se han preocupado par el problema - 
que nos ocupa.
De todos modos, conviens recordar que la deteccidn mds o me— 
nos frecuente de un antitiroideo determlnado en los tejidos animales, 
es el refiejo de su presencia en el pienso de los animales; por lo 
tanto en dltlraa instancia serd la industrie farmacdutlca la que de lu- 
gar al predominlo de uno u otro compuesto, de acuerdo con las condiclo­
nes del mercado.
T ambidn influye en la deteccidn mds o menos frecuente de los 
antltiroideos en general el hecho senalado entre otros por Marcato - 
(1969) y Clements (1957) de la breve presencia de estas sustancias en 
el tejido muscular bovino, dado que rdpidamente se metabollzan y trans­
form an en productos bioldgicamente inertes ; de acuerdo con el autor cl­
tado en primer lugar estos productos desaparecen unos 5 dfas despuds de 
suspendida su administracidn.
III.3.1.3. Cuantificacldn de las sustancias antitiroideas.
La determinacidn cuantitativa de las sustancias antitiroideas 
se efectud par el mdtodo colorimdtrico de Van Waes (1973), (vdase -
III.2.1.2.).
En primer lugar se comprobd la eficacla de dlcho mdtodo ana— 
lizando unas muestras de hfgado, a las que previamente se les adlciona- 
ron unos 40 yug. de metil-tiouracllo/muestra, utilizando como control - 
una alicuota del mismo hfgado sin tratar; se obtuvleron recuperaciones 
finales del drden del 80-85%. Estas recuperaciones entran dentro del
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range de las senaladas por Brabander y Verbeke (1975] y Laltem y Cas­
par (1977). Elio slgnlfica que este mdtodo es apto para su emplso ea - 
tejidos animales.
Con el fin da cuantlflcar los posibles residues antltiroideos 
en los animales que surten los mataderos espanoles, los extractos obta— 
nldos a partir de las muestras de tiroides, hlgado y musculature cervi­
cal inferior procédantes de loa mlsmos animales utilizados an las e>pe— 
riencias que se describen en III.3.1.1., se hlcieron reacclonar con una 
solucidn isopropandllca de 2,6 dicloroqulnonlmlda al 0,04% y se reco- 
gleron en cloroformo. Posteriormente se midid la extincidn a 435 nm. - 
contra un bianco de cloroformo, expresdndose los resultados en términos 
de metil-tiouracilo ^g/g.).
La tabla III recoge los resultados obtenidos de las muestras 
de tiroides, hfgado y musculatura cervical inferior de los diverses an^  
maies estudiados. En la mayorfa de las muestras se detectaron cantida­
des apreciables de sustancias antitiroideas, pudiândose observer que en 
las muestras de tiroides dichas cantidades eran superiores a las del h^ 
gado y musculatura cervical Infeiror, excepto en las muestras nOmeros 
19, 20 y 21 en las cuales fueron similares.
Estas resultados son semajantes a los encontrados por Jarc y 
col. (1977) en Austria; Laltem y Caspar ya citados, lo mismo que Traut- 
mann y Hill (19S0), quienes utilizando cromatograffa en capa fine o cro 
matograffa en fase gaseosa encontraron nivales comprendidos entre las 
cifras que nosotros hemos hallado.
Como era de esperar las concentraclones mâximas se encuentran 
en el tejido tiroideo y las mfnimas en la musculature. Al estudiar la - 
tabla citada se observan diferenclas manlfiestas entre las concentrado
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TABLA in.
Nlveles de sustancias antitiroideas expressdos en términos de raetil 
tiouracilo (/Jg/g.) , en el tiroides, hfgado y musculature cervical infe-
rior procédantes de los animales descrltos en la tabla n.
animales TIROIDES HIGAOO MUSCULO
1 9,00 2,85 0,25
2 10,00 3,50 0,80
3 12,40 2,23 0,85
4 12,58 2,53 2,05
5 9,30 3,93 1,98
6 11,30 2,90 2,13
7 11,60 2,95 1,88
a 12,70 1,75 0,45
9 12,20 2,00 0,68
10 10,40 1,85 1,60
11 8,60 2,13 0,88
12 9,80 1,83 0,50
13 11,64 3,93 0,35
14 12,20 1,15 0,28
15 11,70 2,33 0,45
16 12,40 2,95 1,40
17 7,40 0,90 0,30
19 9,70 1,00 0,40
19 0,43 0,35 0,30
20 0,43 0,33 0,23
21 0,50 0,45 0,43
22 12,90 1,95 1,92
23 12,20 2,73 1,63
24 11,80 1,08 0,88
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nss halladas en diverses animales, lo que posiblemente se deba, a la 
suspenciiSn de la administracidn del correspondiente tiouracilo en unos 
animales antes que en otros.
III .3.2. Estrdgenos_de_sfntes^.
Animales de la raisma procedencla y caracteristicas que loa - 
utilizados para el estudio de las sustancias antitiroideas (XII.3.1.}
SB emplearon para investigar la incidencia de estrdgenos sintéticos en 
el hlgado y en el mdsculo. La porcidn muscular se obtuvo, de igual modo, 
de la regidn cervical inferior.
m .3.2.1. Identificacidn de los estrdgenos de sfntesis.
Alicuotas (aproximadamente SQyul.) de los extractos obtepidos 
segdn se describe en III.2.2.1., se cromatografiaron en plaças de capa 
fine preparades con silica gel G-60 y se desarrollaron con dter de pe- 
trdleo/dter etflico (40/60) (v/v). Las Idminas se revelaron con el rea£ 
tivo de vainillina (III.2.2.2.b).
Con el fin de comprobar la eficacia de dicho mdtodo se toma- 
ron muestras de came, axantes de estrdgenos, a las que previamente se 
les enadid une mezcla, e partes iguales, de dietilestilbestrol-cls - 
fCES-cis). dletilestilbestml trans fOES-trans), dienestrol (DN), hexes 
trol (HX) y estradiol (ES) a la concentracidn de 0,125% cada uno, uti­
lizando como control una muestra de la misma carne. Los extractos obte- 
nidos sa cromatografiaron Junto a patrones y e une mezcla, a pertes - 
iguales, de los mismos.
En la figura 14 se muestran los resultados obtenidos. Puede 
observarse que en la muestra de came a la que se le enadid la mezcla 
de los estrdgenos sintdticos pudieron detectarse todos y cada uno de
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FIGURA 14: CROMATOGRAMA EN CAPA FINA 06 PATRONES DE DES-trans [l), 
DES-cls (2), OIENESTROL (3), HEXESTROL («), ESTRAOIOL (5), DE UNA MEZ­
CLA, A PARTES IGUALES, DE LOS MISMOS (6) Y DE LOS EXTRACTOS PROCEOEN­
TES OE MUESTRAS DE CARNE A LA QUE SE LE ANADIO UNA MEZCLA, A PARTES - 
IGUALES, DE CAOA UNO DE LOS PATRONES (?) Y DE CARNE EXENTA DE ESTHOœ 
NOS (0).
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ellos, de acuerdo con la metodologfa de Identificacidn descrita en
III.2.2.2. La cromatograffa del extracto obtenido a partir de la mues­
tra control no reveld la presencia da estrdgeno alguno. Quiere esto de- 
cir que el mdtodo utilizado fue alternante eficaz. El tamano de las man- 
chas que muestra la figura 14 corresponde a 1,25 ja g . de cada estrdgeno.
Ni en los extractos obtenidos del hfgado de los 24 animales
utilizados en este estudio, ni en los de la musculature cervical infe­
rior se pudo detectar indicio alguno de estrdgenos. Si bien el procedi- 
miento de extraccidn es altamente eficaz [Smith y Me Neil, 1972], el rad 
todo cromatogrdfico utilizado en este estudio permite detectar, segdn 
los autores [Ferrando y Renard, 1968) nivelas de estrdgenos sintdticos 
en torno a 1^g.
□ado que se cromatografiaron, en cada casa, 50 yul. de un ex­
tracto procédante de 20 gremos, puede cdncluirse que los tejidos procé­
dantes de los animales utilizados o no contenfan estrdgenos sintdticos 
o en caso contrario sus nivales no superaban 1^g/g. de muestra.
Cantoni y Dragoni (1975) senalan que de todos los radtodos pro
puestos la cromatograffa en capa fine es la mds conveniente dada la fa- 
cilidad de ejecucidn y su gran sansibilidad. Ha sido empleada con dxito, 
entre otros por Ferrando y Renard (1968); Haffter y col, (1972); Canuti 
y col., (1972); Waldschmidt (1972); Valette y Ferrando (1973). Todos 
estos investigadores, tanto con fines expérimentales como con fines de 
control de matadero, han comprobado la validez del mdtodo para concen- 
traciones iguales o mayores a 1yug/g. de muestra.
El no detectar estrdgenos an las muestras de tejido que hemos 
utilizado, por lo tanto y segdn se ha indicado debe atribuirse a que ta 
les sustancias no se incorporan ordinariamente al pienso de los anima-
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Isa, entre otras razonea par que su preclo de costo es superior al de 
los antltiroideos y ademâs su manejo o mezcla con aquel exige una perl- 
cia o capacitacldn de la que carscen los ganaderoa en Espana.
CAPXrULO IV.
GLUCONO-J-LACTONA. PflOTEINAS OE SOJA. ALMIDON Y NITRXTOS.
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cftprruLo IV.
GLUCOND-J -LACrONA. PROTEINAS OE SOJA. ALMIDGN Y NITRITOS.
IV.1. mTRODUCCION .
IV.1.1. Glucono-cy -lactona.
La glucono-^ -lactona (sJ L) es un adltlvo cdmico usado pri£ 
cipalmenta en la preparacldn de algunos tlpos de embutldos cuya madura- 
cldn acelera aparentemente provocando una acldificacidn rdpida de la - 
pasta o bodrio, aumentando su compactlvidad y dando as£ la impresldn de 
una maduracidn prolongada (Lucisano y Splendiani. 1971}.
Oesde el punto de vista qufmico la 6j L es un dster interno 
del dcldo gluednico y se obtiens de dste por pdrdida de una moldcula de 
agua. El dcido glucdnico a su vez estd relacionado const!tucionalmente 
con la glucose de la que dériva. Estd perfectamente comprobado que ni 
si dcido glucdnico, ni la g J L tienen cardcter tdxico.
La Gj L se suele presenter en forma de polvo cristalino, ino- 
doro, soluble en agua y de sabor ligeramente dulce.
Su fdrmula molecular es CgH^06 y su estructura quimica ani- 
llada o ciclica la siguiente:
4 >
A OH
La Gj L crlstaliza rdpidamente en la solucidn ecuosa saturada. 
En agua se transforma rdpidamente en dcido glucdnico y su solucidn acuo 
sa al 10 % tiens un pH « 2,7; por este motivo ha sido propuesta como -
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agente acidificante en la preparacldn de ciertos embutidos.
Es soluble a 20® C. en agua (59 g/100 ml.) y en el alcohol 
(lg/100 g). Es insoluble en dter. Su temperatura de fusidn es de 153:0.: 
y su poder rotatorio especffico es ( o C +61,7:. Su peso molecular 
es 178,14,
El grado de hidrdlisls de la glucono-(f -lactona en soluciones 
acuosas ea en funcidn del pH de las dltlmas, de su temperature y del 
tiempo.
IV.1.1.1. Obtencidn de glucono-(f-lactona.
La glucono- é -lactona se obtiens par oxldacidn bioldgica a  
electrolftica de la glucosa.
a) Oxldacidn bioldgica de la glucosa.
La conversldn de la glucosa en dcido glucdnico es una simple 
oxldacidn del grupo aldehido del azdcar a un grupo carboxilo. Esta - 
transformacidn la pueden realizar varies microorganismos. El primero en 
detectarla en cultives de Açetobaçter aceti fud Boutroux en 1887, sin 
embargo, hoy dfa la produccidn industrial de este dcido se lleva a cabo 
con microorganismos de los gdneros Aspergillus y Pseudomonas. El enziraa 
que catallza la oxldacidn de la glucosa es una oxidasa (glucosa-oxida- 
sa) que transforma la glucosa en gluconolactona. El dcido glucdnico se 
origine tambidn por hidrdlisls de la gluconolactona, mediants un proce- 
so enzimdtico o no. El enzima requerido para la hidrdlisls es una gluco 
nolactonasa. Oado que no ha sido demostrada la presencia de este enzima 
en Aspergillus y Pseudomonas se le ha considerado como no enzimdtico.- 
El subproducto de la reaccidn, perdxido de hidrdgeno, es descxjmpuesto 
por la catalasa presents en la mayorfa de las células vivas a agua y
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Gxfgeno libre. El agua oxigenada es tdxica para las células que son in- 
capaces de descotnponerla.
Todo el necanlstno de la reaccidn puede ser descrita as£:
l) Crecimiento celular.
Glucosa + células m células.
Glucosa + 0„ — ;------- — --- > Gluconolactona + H 0„.2 glucosa-oxidasa 2 2
Gluconolactona + H^O  > Acido glucdnico.
2) Oxidacidn de la glucosa
•—
o
3) Hidrdlisls de la gluconolactona.
4) Oeacomposicidn del H_0_.
*^ 2°2 catalasa^ "2"^ 2^2 '
En los Bstudlos realizados por Rai y Constantinides (1973) se 
encontrd que la cantidad de glucosa consuraida para el crecimiento celu­
lar es muy pequena comparada con la requerida para la formacidn de lac­
tona.
Esta transformacidn de la glucosa también tiene lugar en los 
animales superiores, donde la oxidacidn puede ser catalizada por una - 
glucosa-oxidasa o por una glucosa deshidrogenasa.
WgOH NA^P) ^(P)Hg WgOH
H glucosa-deshidrogenasa H '^'^C-0
5Î / A  glucosa-oxidasa . hÔ\. i^
A — ^
^-D-Glucosa D-Glucono-f -lactona.
  en los microorganismos.
— en los animales superiores.
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b) Oxldacidn electrolftica de la glucosa.
A nivel de laboratorio se puede preparer glucono-f-lactona 
por oxidacidn de la glucosa con agua de bromo (Uerck, 1968).
IV.1.1.2. Aplicaciones de la glucono-J —lactona.
Oebido a sus propiedades, la L ha sido extensamenta utili- 
zada en la industrie de la alinentacidn. Para las levaduras se ha emplea 
do como acidulante, lo que se ha traducido en una menor produccidn de - 
didxido de carbono a bajas temperatures y en una evolucidn mds lenta de 
dicho gas, tanto con el transcurso del tiempo, como al aumentar la tem­
perature. Oebido a esta propiedad, se ha utilizado con resultados satis-
factorios, en la produccidn de pan, galletas y productos de pastalarfa.
En la fabricacidn de budines instantanées, la oj L, debido a 
su bajo indice de hidrdlisis retrasa o prolongs la formacidn de aqué- 
llos, con lo cual se obtienen majores resultados en la formacidn de ge- 
les de dcido algfnico, que cuando se emplean directamente dcidos.
La L sa ha usado también como coagulants en los productos 
Idcteos y como agente para rebajar el pH de los productos Idcteos y c ^  
nicos. En este trabajo nos hemos ocupado principalmente del uso de la 
G(f L en los productos cdrnicos.
IV.1.1.3. Empleo en la elaboracidn de embutidos.
La 6 (f L se ha usado tanto en la elaboracidn de embutidos cru-
dos madurados, secos o semisecos, taies como los chorizos, salcfiichanes 
y salamis, como en la de embutidos de procesado rdpido, como las salchl 
chas tipo “Frankfurt" (Sair y Henry, 1967).
Durante la elaboracidn normal de los embutidos desecados, és-
79
tos se mantlenen en salas de maduracidn para que tenga lugar el creci— 
miento de algunas bactéries lécticas (principalmente Lactobacillus1, cu- 
yo papel mds importante es la formacidn de dcido lâctico mediante la - 
fermentacidn de los azdcares présentes, lo que acarrea une acidifica- 
cidn del medio, destinada a inhibir el crecimiento de otros microorga­
nismos perJudiciales, como los proteolfticos. El dcido Idctico a su vez 
interviene en el sabor caracterfstico de loa embutidos madurados y es 
el responsable de la reduccidn del pH de la came a valores prdximos al 
punto Isoeldctrico de les protefnas cdrnicas. Cuanto mds se aproxima el 
pH al punto isoeldctrico de las protefnas tanto menor es la capacidad 
de retencidn de agua de éstas y, en consecuencia el agua se eliminard 
con mayor facilidad del embutido en las salas de maduracidn. Durante la 
desecacidn los embutidos pierden del 30 el 40^ de su peso inicial.
Por otra parte, durante la maduracidn tambidn se desarrollan 
diverses especies del gdnero Micrococcus, cuya funcidn es la reducir - 
los nitratos a nitritos, que reacclonando con la mioglobina originan - 
dxido nitrico mioglobina que es la responsable del color final que pre- 
sentan los embutidos. En el caso de los chorizos y longanizas rojas, el 
pimentdn contribuye Iguelmente a darles su color rojo caracterfstico.
Coma en la fabricacidn de estos embutidos las primeras fases 
de maduracidn, tienen una importancia decisive, especialmente en lo que 
se refiere a disminucidn del pH, se ha tratado de acelerar el proceso 
normal de maduracidn, facilitando la acidificacidn de la masa y el desa 
rrollo de color, mediants la adicidn de una serie de aditivos, entre - 
los que cabe destacar el nitrito sddico, el eritorbato sddico, el dcido 
cftrico y la GJ L.(Pox y col., 1967; Monagls y col, 1974).
Se ha empleado la Gif L por ser un aditivo eficaz que disminu—
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ye de une mènera râplda y equlllbrada el pH de los embutidos, reducien- 
do de este modo la duracidn del periodo de maduracidn de los mismos 
(desde aproximadamente 60 hasta unos 10-15 dfas).
Cuando se anade a la pasta de los embutidos, una parte se 
transforma en dcido glucdnico, al reaccionsur con el agua que existe en 
dicha pasta, hasta que se establece un estado de equilibrio entre dicho 
dcido, la G<f L y la Y -lactona. La formacidn de este dcido es mds rdpi- 
da a temperatures eltas (por ejemplo, en las cdmaras de maduracidn) que 
cuando son relativamente bajas, como ocurre en la pasta de los embuti­
dos poco después de haber actuedo la cortadora centrffuga.
Normalmente se alcanza el equilibrio unas 6—12 hores despuds
de la adicidn de Gcf L a la came picada; el pH de la masa llega a 4,8-
5,3.
Pfeil y Liepe (1974), recomiendan una cafda inicial rdpida — 
del pH para aproximarse al punto isoeldctrico de las protefnas, seguida 
de un descenso mds lento de aqudl y posteriormente de una subida final 
del pH hasta el punto isoeldctrico de las protefnas cdrnicas, con el - 
fin de evitar una gran pdrdida de peso en el producto final.
La G (f L ademds de ocasionar una acidificacidn rdpida que impi
de el crecimiento de los microorganismos putriddgenos, ayuda a que el
embutido presents una coloracidn, firmeza y aroma adecuados permitiendo 
alcanzar mds rdpidamente la fase final (Kotter y col., 1968-69), aunque 
parece ser que cuando el producto se almacena durante 6 mëses disminuye 
la calidad tfpica del producto original (Krylova y col., 1970).
La G ^ L se suele utilizer conjuntamente con una sal nitrosa 
(principalmente NaNO^) para favorecer el desarrollo y estabilidad del 
color y majorer el sabor.
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El uso slmultfineo de Gj L y cantidades reducidas de NaNO^ da 
como resultado una concentracidn significativamente mds baja de nitrito 
residual en el producto final (Gerhardt y Haller, 1973). Esta reduccidn 
de la concentracidn de nitrito residual ejerce a su vez un efecto favo­
rable sobre el sabor.
Las cantidades dptimas de g J* L para la elaboracidn de embuti­
dos se estiman entre el 0,3-0,8%.
A concentraclones superiores a las citadas, la G(f L puede oca 
sionar cambios en la grasa, como el aumento del indice del dcido tiobar 
biturico (TBA) , presentando las muestras una débil rancidez (Coretti, - 
1971), as£ como tambidn a cambios en el color y a una disminucidn sign^ 
ficante en la cantidad de humedad de los embutidos (Pate y col., 1971).
Si las concentraclones son excesivas, la G ^  L ejerce un efec­
to desfavorable sobre las caracteristicas estructurales de la emulsldn 
o pasta de loa embutidos y del producto final (Ouda y col., 1976).
En los embutidos procesados rdpidamente, como las salchiches 
tipo "Frankfurt" æ  anade a la emulsldn G(f L para favorecer el desarror- 
llo del curado. Taies emulsiones deben procesarse rdpidamente para que 
no se produzca demasiado dcido glucdnico que determinarfa la rotura de 
la emulsldn antes de que las protefnas coagulasen por la accidn del ca- 
lor (Price y Schweigert, 1976).
Segdn Monagle y col., (1974), la presencia de G& L no tiene 
ningdn efecto sobre el color final de estas productos aunque la colora­
cidn mdxima se desarrolle mds rdpdidassbbe an presencia que en ausencia 
de este aditivo.
El empleo como aditivo de la G6 L por la legislacidn alimenta 
ria italiana (Schiavello y col, 1975) y por la franoesa es considerado
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como fraude, dado que la naduracldn del producto câmlco no cursa como 
en circunatanclas normales. Par el contrario, la legislacl6n espanola - 
permits el empleo de este adltluo en salchichones y chorizos, a dosls 
que no superen los 500 mg/Kg. de peso del producto termlnado cuya hume- 
dad see del 45^. Las disposiclonea légales estadounidenses y las de - 
Alemania Federal autorizan su empleo en los embutidoa; tamblén en Sui­
za estâ autorlzado, aunque con ciertas limitaclones (Lucisano y Splen- 
diani, 1971).
IV.1.1.4. Hétodos analfticos.
Diverses investigadores han intentado poner de manifiesto la 
G(Jl en los embutidos, entre ellos citaremoa a Niemoller (1966) qua uti- 
lizd la cromatografla en cape flna sobre gel de silice adicionando âcido 
bdrico 0,10 N . La Oj L se révéla con una solucidn de metaperyodato sddi- 
co y bencidina.
GOnther (1967) investiga la g J L con eapectroscopia de infra- 
rrojos, eluyendo la mancha obtenida por via cromatogrâfica, secëndola y 
haciendo una pasta con un haluro metâlico (KBr).
Hamm y Schneider (1968) desarrollaron un método polarlmétrico 
para la deterrainacidn de laG^L en productoa câmicos basado en que el 
âcido glucdnico, résultants de la conversiân de la 6<S L, forma un com- 
plejo âptlcamente activo con el mollbdico. Los efectos interfirientea 
de los azdcares reductores (glucose, lactosa) y del âcido ascârbico pue 
den elifflinarse fâcilmente.
Por ültlmo, Bergroeyer (1963) y Gawehn (1967) usaron un método 
enzimâtico de gran sensibilidad pero enoememente complicado.
Para nuestro anâlisis hemos empleado la cromatografla en capa 
fine segân el método de Braun y Hieke (1966), cuyo principio es el si-
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gulente:
LaG^L en eolucldn acuosa se transforma fâcilmente en âcido 
glucânico. Esta transformaciân, bestante lenta, alcanza el equilibria 
despuês de 6 a 12 horas a la temperature ordinaria (10-2D9C.). La reac- 
ciân es reversible y por neutralizacidn de la funciân âcida, llega a 
ser compléta.
El âcido glucânico se sépara de los azdcares que puedan exis- 
tir en los productos a analizar por cromatografla en capa fine. Se oxi- 
da a continuaciân tratândolo con una pulverizaciân de metaperyodato s6- 
dico que conduce a la formecidn, entre otros derivados, de aldehido fâr 
mico que es revelado con bencidina.
Los azdcares y los âcidos orgânicos (lâctico, cltrico y acéti 
co) no producen en estas misraas condiciones aldehido fârmico. Sâlo el - 
âcido ascârbico da reacciones similares pero no tiene interés en la fa- 
bricaciân de embutidos madurados secos y semisecos y ademâs las dosis a 
que se emplea son muy pequenas par lo que no interfiere en la estima- 
ciân del âcido glucânico.
Este método ha sido recomendado y usado con mucho éxito por 
varios autores, entre los que citaremos a Couedor y col. (1970) y Luci­
sano y Splendiani (1971).
IV.1.2. Protéines de soja.
La soja, Glycine max (Linn.) Merrill, es una planta native de 
Asia Oriental, cuyas semillas han servido durante siglos como parte im­
portante de la dieta (Hackler et al., 1961). Su valor nutritive ha sido 
muy apreciado a causa de su alto contenido en aceite y de su superiori- 
dad frenta a otras protelnas vegetales, sin olvidar ademâs que su costo 
es bajo en coraparacién con las protelnas animales (Pomeranz, 1961).
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Los productoa derivados de la soja presentan una séria de pro 
blemas relacionados con su sabor y estabilidad, con sus propiedades fun 
cionales en los alimentos y con sus efectos fisioliSgicos.
Oebido a su composiciân, la soja es une excelente fuente de - 
dos cotnponentes tan importantes para la elaboraciiSn de alimentas, como 
al aceite y la protelna. Los aceites de soja han llegado a ocupar un i# 
•portante lugar en la industria alimentaria, mientras que las protelnas 
estén siendo cada vez mâs utilizadas como sustituto parcial o total de 
las protelnas animales. Por ello revisaremos sus caractères y propieda­
des mâs destacables.
IV.1.2.1. Estructura.
Las semillas de soja responded a las caracterlsticas tlpicas 
de las leguminosas, variando en tamano, forma y color de acuerdo con la 
variedad de que se trate.
Oando un corte transversal se observan dos estructuras mayo- 
res -la corteza y el cotiledân- y dos menores -el hipocotlleo y la plü- 
mula.
La superficie del cotiledân estâ cubierta con una epidermis y 
el interior lleno de numerosas câlulas alargadas en empalizada compues- 
tas fundementalmente de protelna y aceite. El aceite se localize an - 
unas pequenas estructuras, llamadas esferosomas, que se sitdan entre - 
las câlulas en empalizada (Tombs, 1967].
Los constituyentes de mayor interâa (aceite y protelna) supo- 
nen aproximadamente al 60% de la semilla, mientras que un tercio estâ 
constituido por hidratos de carbono, entre los que se incluye polisacâ- 
ridos, estaquiosa, rafioosa y sacarosa (Kawamura, 1967).
Tambiân poses fosfâtidoa, esteroles, cenizas y otros constitu
as
yentes menores (Warkley, 1950).
Exlsten excelentea revlslones sobre los distintos procesos de 
obtenclân de derivados de soja; entre elles citaremos las aiguientes: 
Willians, 1950; Burnett, 1951; Circle y Johnson, 1958; Norris, 1964 y 
«Tolf y Cowan, 1971.
IV.1.2.2. Propiedades ffsicas y qulmicas.
La mayorla de las protelnas son sensibles a tratamientos f£si- 
cos y qufmicos cuyos efectos sobre otros componentes alimenticios suelen 
ser pequenos o incluso nulos.
El calor hùmedo y los valores extremes de pH son ejemplos de 
dos condiciones de procesado que pueden alterar mucho algunas propieda­
des ffsicas de las protelnas de soja, como solubilidad, peso molecular 
y viscosidad.
a) Solubilidad en funciân del pH.
La solubilidad es una importante propiedad flsica de las pro­
telnas de le soja.
La mayorla de las protelnas de la soja son globulinas, pero - 
tambiân posee algunas albâmlnas.
La relaciân pH-solubilidad de las protelnas de soja es simi­
lar a la de la casefna ya que tienen el mlsmo punto isoelâctrico (pH - 
4,6). En consecuencia, las protelnas "aisladas" de soja pueden susti- 
tuirse a menudo por casefna y caseinatos en los productos alimenticios, 
sin embargo, requieren una evaluaciân cuidadosa parque estas dos pro­
telnas tambiân dlfieren en muchos aspectos.
Las globulinas de soja pueden modificarss bajo la acciân de 
la pepsine haciândose solubles en la regiân isoelâctrica. Las protelnas
æasl obtenidas son fâcilmente hidrolizables y tienen unos pesos molecule 
res mâs bajos que las globulinas no modificadas. Los hidrblizados pepsf 
nicos se usan principalmente por sus propiedades espumantes y se incor- 
poran a los alimentos ligeraments âcidos, taies como los caramelos, en 
los que las protelnas sin modificar son muy poco solubles ( Burnett, 
1951).
Todavla no existe una nomenclature generafmente admitida para 
clasificar las protelnas de soja, a pesar de que hoy dla se estân reali 
zando una séria de investigaciones sobre la identi ficaciân de sus dis­
tintos tipos de protelnas y de sus estructuras (Seal y col., 1978).
Smith y Rackis (1957), Kelley y Pressey (1966), Koshiyama - 
(1968, 197D), Catsimpoolas y Meyer (1970) , han contribuido con sus exce 
lentes trabajos al conocimiento de las propiedades flsicas y qulmicas 
de las distirïtas fracciones globullnicas de la soja.
b) Desnaturalizacign.
Las protelnas de soja son sensibles a la mayorla de las cond^ 
clones que originan la desnaturalizacign de las protelnas. De fundamen­
tal interés para los tecnglogos de alimentos son los efectos del calor 
hdmedo y de los valores extremes de pH.
b.l. Desnaturalizacign por el calor.
Ya que la mayorla da las alimentos son calentados durante una 
o mâs etapas de su elaboracign, esta forma de desnaturalizacign es la - 
mâs frecuentemente encontrada, pero también la menos conocida.
El efecto mejor conocido del calor hdmedo sobre la protelna 
es su insolubilizacidn en agua o en soluciones salinas. Puesto que las 
protelnas de soja se insolubilizan por el calor hdmedo, la estimacign
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de su solubilidad ha sido propuesta como medida de la intensidad de! - 
tratamiento târmico dado a los productos de soja.
Para determiner la extensidn de la desnaturalizacign se désa­
rroi Ig un método de hldrglisis enzimética, basado en la resistencie, - 
bien conocida, de muchas protelnas natives a la digestign por enzimas 
proteollticos y en la facilidad con que se hidrolizan después de su des 
naturalizacign.
El calentamiento de proteinatos de soja comercial de una con- 
centracign mayor del 7 % causa primero un aumento de la viscosidad y 
luego gelificacign. El calentamiento a 70-100*0. durante 10 a 30 minu- 
tos es.suficiente para conseguir un efecto gelificante; los geles se 
rompen a 125*0. La cistelna y el suifito sgdico que actOan como agentes 
solubilizantes de las protelnas "aisladas" disminuyen las viscosidades 
de sus dispersiones, tanto calentadas como sin calentar e inhiben sb ge  
lificaoign (Circle y col., 1964). El bisulfite sgdico y el raercaptoeta- 
nol inhiben también la gelificacign (Aoki y Sekurai, 1968).
Los puantes disulfuro juegan un papel importante en la gelif^ 
cacign térmica.
Catsimpoolas y Meyer (l970), han propuesto una transicign del 
estado de sol al de progel y gel en la gelificacign térmica de las glo— 
bulinas precipitadas en medio âcido.
Hediante calentamiento el sol es irreversiblemente convertido 
en progel y éste por enfriamiento en gel. El gel es a su vez reversible 
mente convertido en progel por recalentamiento. Durante la conversign 
del sol en progel, la viscosidad aumenta a medida que lo hace la tempe­
rature hesta llegar a un mâximo. A temperatures mâs altas le viscosidad 
disminuye como resultado de la conversign irreversible del progel en me
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tasol que no gellflca an frfo. Esta transicign se recoge en el esquema 
sigulente de Wolf y Cowan (1971):
frfocalorSOL --------ÿ PROGEL -,--=----- GELcalor
'«Hnayor calor 
METASDL
Los agentes que rompen los puentes disulfuro deterroinan la - 
conversign del progel en raetasol.
b.2. Desnaturalizacign por ficidoa o âlcalis.
Los pHs extremos desnaturalizan las globulinas de la soja. - 
Los pHa altos rompen las estructuras de las subunidades de las globuli­
nas 78, lis y de otros componentes, pero este proceso es irreversible 
cuando el pH de las protelnas es ajustado a su neutralidad. A pHs. muy 
bajos estas globulinas sufren también cambios irréversibles, indicati­
ves de una disociacign de las estructuras cuatemarias en subunidades.
En contraste con la sensibilidad a los âcidos de la globuli­
ns lis, la 78 es mâs estable. Sin embargo, tienen lugar cambios irré­
versibles si la globulins 78 se raantiene durante mucho tiempo a çH -  2 
o si sa disuelve en âcidos mâs fuertes (por ejemplo, CIH 0,1N] (Koshi­
yama, 1968].
c) Aminoâcidos de las protelnas de soja.
Una importante eualidad de las protelnas de soja es su compo- 
sicign en aminoâcidos de la que dependen sus propiedades flsicas, qulmi 
cas y nutricionales. La tabla IV muestra los aminoâcidos esenciales y
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TABLA IV.
Composlclân en aminoâcidos de los distintos tipos de protelnas de 
soja (valores expresados en gramos de aminoâcidos par 16 gramos).
Aminoâcido Marina Concentrado Protelna
proteico. aislada.
Esencial
Lisina 6,9 6,3 6,1
Metionina 1,6 1,4 1,1
Cistina 1,6 1,6 1,0
T riptâfano 1,3 1,5 1,4
T reonina 4,3 4,2 3,7
Isoleucina 5,1 4,8 4,9
Leucina 7,7 7,8 7,7
Fenilalanina 5,0 5,2 5,4
Valina 5,4 4,9 4,8
No esencial
Arginina 8,4 7,5 7,8
Histidina 2,6 2,7 2,5
Tirosina 3,9 3,9 3,7
Serina 5,6 5,7 5,5
Ao. glutâmico 21,0 19,8 20,5
Ac. aspârtico 12,0 12,0 11,9
Glicina 4,5 4,4 4,0
Alanina 4,5 4,4 3,9
Prolina 6,3 5,2 5,3
Amoniaco 2,1 1,9 2,0
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no esenciales de las protelnas de la harlna, de los concentrados :ro- 
telcos y de las protelnas "aisladas" de soja.
Oeben destacarse sus contenidos en Usina y metionina. La - 
gran cantidad Usina de las protelnas de soja las convierte en suplemen 
tas étiles para complementar las protelnas de cereales que son ba^s en 
este aminoâcido. La metionina es al primer aminoâcido limitante de las 
protelnas de soja, de ahl que su bajo contenido deba ser tenido en cuen 
ta cuando las protelnas sean usadas con propâsitos nutricionales. Man­
qua el contenido en cistina es bajo, este aminoâcido contribuye a las 
propiedades gelificantes de las protelnas "aisladas" de soja.
IV.1.2.3. Formas de protelnas de soja.
Atendiendo a la forma en que las protelnas de soja se usan en 
los alimentos pueden establecerse dos grupos: soja entera y productos — 
de protelna de soja procesados.
a) Soja entera.
Se suela user en preparados alimenticios de ninos lactartes — 
alérgicos a la leche de vaca y en la alimentaciân vegetariana (par sjsm 
plo, soja en salsa de tomate enlatada].
Oonde mâs se utilizan las sojas enteras es en la preparœiân 
de alimentos orientales como "tofu", "miso":, "tempeh", etc.
b) Productos de protelnas de soja procesados.
Estos productos se dividen en très categorlas basândose en su 
contenido proteico: harinas y grânulos de soja; "concentrados proieicos" 
y protelnas "aisladas". A partir de ellos se han elaborado una gran va­
riedad de productos de protelna de soja que actualmente se venden en
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los mercsdos, cotno por ejemplo las protelnas texturizadas. 
b.l. Harinas y grânulos de soja.
Las harinas y grânulos tienen un contenido proteico que osci- 
la entre el 40 y el 50 %. La mayorla se elaboran a partir de semillEis 
descortezades, tienen una composiciân qultnica similar y difieren sdlo 
en su contenido graso, en el tratamiento târmico recibido y en el tama- 
no de particule. Los grânulos se obtienen mediants una trituracidn y ta 
mizado groseros, mientras que las harinas se preparan de una forma mâs 
fins.
El târmino de harina, aplicado a la soja, se refiere por lo 
tanto solamente al tamano de particule; las harinas de las protelnas de 
soja no tienen las propiedades viscoelâsticas caracterlsticas de l'as ha 
rinas de trigo.
Se han preparado muchas uariedades de estos productos para m^ 
jorar las propiedades flsicas y funcionales de los diferentes alimentos 
a los que se incorpora la protelna de soja.
Las harinas y los grânulos son los productos menas refinados 
de le soja y, par lo tanto, los de mâs bajo contenido proteico.
b.2. "Concentrados proteicos" de soja.
Los "concentrados proteicos" tienen un contenido proteico ma­
yor (70%) y se obtienen a partir de "copos" de soja desengrasados, o 
de las harinas, mediants eliminaciân de los azilcares solubles en agua, 
de las cenizas y de otros componentes de bajo peso molecular.
Existen très procedimientos usados comercialmente para prépa­
rer "concentrados", que difieren entre si en los mâtodos seguidos para 
la insolubilizacign de las protelnas mayores de la soja; sus coroponen-
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tes de bajo peso molecular se ellminan.
El primer procedimiento extras los constituyentes no protei-> 
COS con alcohol acuoso (Mustekas y col., 1962); en el segundo procedi— 
miento las protelnas amyores se insolubilizan extrayéndolas con âcido 
diluido a pH-4,5 (Moshy, 1954) y en el tercero las protelnas son insolu 
biliZEidas mediente desnaturalizacign por calor hgmedo, eliminândose con 
agua los constituyentes de bajo peso molecular (McAnelly, 1964).
A las personas interesadas en los procedimientos de prépara— 
cign de concentrados proteicos les recomendamos la lebtura de Wolf - 
(1969).
Las composiciones de estos très tipos de concentrados son muy
similares a pesar de los diferentes procedimientos usados, pero sus pr£
piedades flsicas son diferentes (Meyer, 1967).
b.3. Protelnas "aisladas" de soja.
Las formas mâs refinadas de la soja son las protelnas "aisla­
das" que se obtienen eliminando los polisacâridos insolubles en agua,
les azdcares solubles y otros componentes menores.
La harina o los "copos" da soja desengrasados, se someten a 
la extraccign con un âlcali diluido (pH-7-9) a S0-55*C. El residuo in­
soluble (polisacâridos insolubles mâs residuos proteicos) es eliminado 
mediants tamizado, filtracign y centrifugacign, y el extracto obteni­
da (mezclas de protelnas e hidratos de carbono solubles) se somete a 
una precipitacign isoelâctrica para eliroinar asl a los hidratos de car­
bono solubles. Finalmente el material obtenido se neutraliza y se dese- 
ca en forma de polvo seco que constituye la protelna "aislada". Las pro 
telnas "aisladas" por su dispersibilidad en agua y por ser mâs fâcilea 
de incorporer a los productos alimenticios son generalraente preferidas
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por la industria alimentaria.
El producto final asl obtenido présenta un 92-95% de protel­
na, un 2-3,8% de cenizas, de 3,7-7,6% de humedad, y trazas de aceite 
y fibra (Meyer, loc. cit.1.
Las protelnas "aisladas" suelen ser mâs pobres en Usina y en 
los primeras aminoâcidos limitantes, metionina y cistina, que los "con­
centrados" proteicos y que las harinas de soja.
IV.1.2.4. Propiedades funcionales.
Hasta el empleo reciente de la protelna texturizada de soja, 
la razgn fundamental por la que se adicionaba a los alimentos no era su 
valor nutritivo, sino sus excelentea propiedades funcionales, sobre las 
que se han publicado recientemente una serie de revisiones (Wolf, 19G9- 
1970; Johnson, 1970; Rakosky, 1970).
A la protelna de soja se le atribuyen muchas propiedades fun­
cionales, a pesar de que una revisidn crltica de estas propiedades es 
bestante diflcil, debido a que son muy pocos los datos confirmados y a 
menudo algunas resultan en su totalidad defectuosos. Ademâs se carece 
de pruebas normalizadas apropiadas para medir dichas propiedades. Aun­
que corrientemente ciertas propiedades funcionales se atribuyen a las 
protelnas de soja, no debe olvidarse que otros componentes de âsta, en 
las formas mâs in%erfectas, pueden influenciar tambiân los efectos ob- 
servadoa.
a) Emulsificaciân.
Las protelnas de soja juegan probableraente dos papeles en la 
emulsificaciân: eyudar a la formacidn de las emulsionea de aceite en — 
agua y favorecer su estabilizaciân. Ya que las protelnas poseen activi-
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dad superficial, se sitüan en las interfases aceite-agua y bajan la ten- 
siân superficial, haciendo de este modo mâs fâcil la formacidn de emul- 
siones.
La estabilidad de la emulsidn es importante ya que el âxlto 
de un amulsionante depends de su habilidad para mantener la emulsidn du­
rante las distintas fases del proceso.
Las harinas de soja, "concentrados" proteicos y protelnas "ai£ 
ladas", son muy usados como emulsionantes en los productos cârnicos —
(Pearson y col., 1965). Los resultados de pruebas de emulsificacidn con 
un sistema modelo de soja, aceite y agua, sugirieron que las protelnas 
"aisladas" serlan unos emulsionantes pobres en los productos cârnicos 
picados. Sin embargo, durante la elaboracign de embutidos se observé - 
que dos protelnas sgdicas "aisladas" aventajaban al caseinato sgdico, 
mientras que un "concentrado" proteico de soja, con una baja solubili­
dad proteica, era para este propgsito un emulsionante pobre.
b) fletenclgn de grasa.
En lo que concierne a retencign de grasa en los alimentos, las 
protelnas de soja se utilizan con dos propgsitos diferentes. Mejoran la 
retencign o ligazân de la grasa en las cames picadas y de este modo di£ 
minuyen las pârdidas por coccién y ayudan a mantener la estabilidad di­
mensional del producto termoprocesado. Son muy pocos los datos disponi­
bles sobre la retencign de grasa por los productos de soja, que es mâxi 
ma a los 15-20 minutes de adicionados y que varia con el tamano de su 
particule; en general los productos de particulas pequenas, retienen o 
absorben mâs aceite que las de mayor tamano.
El mécanisme de retencign o ligazân de las grasas no ha sido 
bien explicado. En un producto de carne picada, como las salchichas ti-
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po "Frankfurt", la ligazdn da la grasa parece Implicar la forraacidn y . 
estabilizaciân de una emulsidn, ademâs de la formacidn de una matriz ge- 
lificada que impide la migracidn de la grasa a la superficie (Rock y - 
col., 1966), Par lo tanto la retencidn de grasa puede constituir simple 
mente otro aspecto de la emulsificacidn.
c) Absorcidn de agua.
Las protelnas de soja contienen numerosas cadenas polares la- 
telares a todo lo largo de su cadena polipeptldica, convlrtiendo a las 
protelnas en hldrofllicas y, en consecuencia, absorben agua que tienden 
a retenerla en los productos acebados. Algunos de los puntos polares de 
las protelnas de soja, taies como los grupos carboxilo y amino son ion^ 
zables, por lo tanto la polaridad puede cambiarse modificando el pH y 
en consecuencia se pueden alterar las propiedades de absorcidn de agua 
de la harina de soja (McAnelly, 1964).
La retencidn da agua por los geles de protelna de soja an fun 
cidn del pH se parece a la curva de pH-solubilidad de la protelna de S£ 
ja; la retencidn de agua es minima a pH 4,5 y aumenta râpidamente a me­
dida que el pH se sépara en sentldo ascendante o descendante de esta re 
gidn (Aoki, 1965).
Las capacidades de absorcidn de agua son importantes en pro­
ductos para hornear.
El tanto por clento de absorcidn de agua de los productos de 
soja depends del tamano de la p articula y de su distribucidn. Las paid:^  
culas fines no son de recomendar porque absorben agua muy râpidamente 
produciendo una texture demasiado blende en el producto.
La absorcidn de agua es tambiân importante para la aparicidn 
de texture tlpica de los anâlogos de came preparados por extrusidn a
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partir de la harina de soja. La capacidad de retencidn de agua de estos 
productos oscila entre 2,4 y 3,4 veces su peso seco. Le hidratacidn es 
necesaria para que la textura crujiente de los productos secos se con- 
uierta durante la masticacidn en una blanda y fibrosa como la de la car 
ne.
d) Textura.
El poder conferir textura a una variedad de alimentos (tradi-
cionales y nuevos) es una de las mâs importantes propiedades de las pro
telnas de soja.
Las protelnas de soja proporcionan textura de muy diversas ma 
neras: una de las mâs sencillas, el espesamiento de productos taies co­
mo sopas y salsas, se consigue mediante la adicidn de harina de soja.
Las propiedades gelificantes de las protelnas de soja contri- 
buyen a dar textura a los productos de carne picada taies como salchi­
chas tipo "Frankfurt". La estructura proporciona una matriz que retiens 
la humedad y la grasa y da "cuerpo" a los productos.
Para obtener la estructura de gel no se necesita carne; se ha 
descrito un procedimiento [Frank y Circle, 1959) para elaborar anâlogos 
de embutidos de los tipos "Frankfurt" y mortadela en los que toda su - 
protelna estâ constituida por protelna "aislada" de soja.
Tambiân se ha estudiado la influencia que ejerce sobre la ge­
lificacign la adicign de sales, lipides y polisacâridos corrientemente 
empleados en los alimentos.
Para impartir una textura como la de la carne a las harinas 
de soja y a las protelnas "aisladas", se han recomendado varias mâtodos 
(Ziemba, 1969; Anon., 1970).
Entre ellos tenemos el de agitacign-coagulacign [Rusoff y col.
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1962] que no ha sido comerclalizado; el de extrusiân de harina de soja 
perfectaraente descrito por Ziemba (1969) y un mâtodo complejo y muy ca- 
ro que es el de obtenciân de fibras de protelna a partir de las protel­
nas "aisladas" (Westeen y Kuramoto, 1964; Ziemba, 1969).
e) Formacidn de masa.
Se trata de una propiedad muy importante en la industria pana- 
dera y de escaso interés en la tecnologla de la came por lo que no le 
prestamos atencidn, como tampoco a su papel como blanqueador, de gran 
interés también en la industria panadera, ni a la capacidad que tienen 
de former espuma por agitacidn (aireacldn). Estas propiedades han sido 
estudiadas, entre otros, por Eldridge y col. (1963), McAnelly (1964) y 
Kies et al., (1969).
f) Adhesién, cohesién y elastioldad.
Estas propiedades funcionales han sido atribuidas a las pro­
telnas de soja de una gran variedad de alimentos y se basan sobre todo
en observaciones subjetlvas més que en medidas objetivas.
Las propiedades adhesivas de las protelnas "aisladas" se uti­
lizan para mantener unidas las porciones trituradas de came de polio y 
de pavo amasadas, mezcladas y llgeramente prensades, para former hambur 
guesas, rollos, etc. La elasticidad y cohesividad se aprecia claremente 
en los geles de las salchichas tipo "Frankfurt" y mortadelas.
g) Formacidn de pellcula.
La capacidad peliculdgena de las protelnas de soja es una pro 
piedad deseable en salchichas tipo "Famkfurt" y en mortadelas. Cuando 
se esterilizan las mesas de soja-agua se forma una pellcula en su super
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fiels. Esta pellcula superficial actda como una barrera pare el agua y 
los solventes acuosos y puede romperse por trituracidn o corte (McAne­
lly, 1964).
Cuando la carne se reboza o se mezcla con una combinacidn de 
protelna "aislada" de soja (o de "concentrado" proteico) y de clara de 
huevo, las protelnas recubren y facilitan la desecacidn de sus fibras.
La cubierta proteica retarda la pérdida de sabor de las por­
ciones de carne desecadas, ayuda a su rehidratacidn y da una textura de 
seable al producto rehidratado (Coleman y Creswick, 1966).
IV.1.2.5. Propiedades nutricionales.
Como demostraron Osborne y Mendel (1917), las ratas alimenta- 
das con harina de soja cruda o tratada térmicamente por calor seco pré­
sentât an un déficiente desarrollo; sin embargo, cuando la harina se so- 
metla a un calentamiento por calor hùmedo durante très horas permitla 
un desarrollo normal de estos animales.
El calor hdmedo todavlâ se utilize para majorer la calidad nu 
tritivB de los productos de soja destinados a alimentos humanos y pien- 
sos. No obstante, todavla se desconoce el mecanismo de este efecto majo­
rante y lo escrito sobre este tema es a menudo confuso y contradictorio. 
Mickelsen y Yang (1966) y Lienar y Kakade (1969) han revisado los prin­
cipales trabajos publicados en los dltimos cincuenta anos sobre este - 
problème.
IV.1.2.6. Mâtodos para la detecciân y determinacidn de protelnas de so­
ja en productos cârnicos.
Han sido muchos y diferentes los mâtodos de anâlisis de pro­
telna de soja en productos cârnicos que han sido investigados hasta -
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ahora. En general, se basan en las diferencias en propiedades ffsicas 
y qufmicas de las molécules protelcas de la came y de la soja, taies 
como movilidad electroforétlca, peso molecular y respuesta inmunoqufmi- 
ca.
Los mejores mâtodos son actualmente los siguientes:
a ) Mâtodos serolâgicoa.
Se basan en la precipitacién serolégica résultants de la reac 
ciân entre las protefnas de soja y un antisuero especfficamente prepa­
rado (Kruger y Grossklaus, 1971). Los inconvenientes de estos mâtodos — 
estriban en las dificultades que présenta la extraccidn de las protef­
nas de soja y en la faite de un antisuero comercial aprcpiado. Otro pro 
blema que puede presentarse es la reducciân de la actividad antigénica 
durante los cambios de procesamientos de les protefnas de soja en compa 
raciân con las protefnas de soja originalraente usadas para preparar el 
antisuero (Guy y col., 1973),
b ) Mâtodos histolâgicos.
Estân basados en el contenido de hidratos de carbono del mate 
rial exaroinado y pueden ser usados para estimar el contenido de soja.~^  
El aspecto raicroscâpico que presentan las preparaciones de soja depends 
râ esencialmente del tratamiento de transfonnaciân a que han sido some 
tidas ya que su estructura natural es destruida. Uno de estos mâtodos 
comprends una oxidaciân controlada de los hidratos de carbono présentes 
en los productos proteicos vegetales y la posterior demostraciân de la 
presencia de los aldehidos résultantes. Este método parmite distinguir 
entre los hidratos de carbono asociados a las protefnas de otras plan­
tas y los de los granos de soja (Coomaraswamy y Flint, 1973).
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c) Mâtodos electroforéticos.
Fueron los prlmeros en dar resultados satisfactorios y han si 
do los mâs estudiados por varios investigadores (Olstnan y col., 1969; - 
Thorson y col., 1969; Freimuth y Krause, 1970; Fischer y Belitz, 1971; 
Hofmann y Penny, 1971; Parsons y Lawrie, 1972; Guy y col., 1973; Ho- 
mayounfar, 1975; Lee y col., 1975). A pesar de todo, aiîn existen lagu­
nas en nuestro conocimiento al respecta.
Estos mâtodos consisten, a grandes rasgos, en une dlsoluclân 
de las protefnas en un medio de extracciân adecuado como la urea SM p 
el dodecil sulfato sâdico y la separacidn de las protefnas de soja de 
las protefnas câmicas solubles mediante electroforesis de disco o en 
plaça de gel de almldân o poliacrilamlda. ,
La electroforesis de disco en gel de poliacrilamida es la mâs 
usada y ha sido la empleada para nuestro estudio.
IV.1.3. Almidân.
El almidân représenta la mayor fuente de energfa de la dieta 
del hombre. Es el hidrato de carbono de réserva mâs importante de los 
vegetales comestibles que lo almacenan en forma de grânulos en las se­
millas, frutos, tubârculos o raices, dependiendo de la planta en cues- 
tiân.
En los granos de cereales, como arroz, trigo, mafz, etc., el 
almidân représenta el 75% del grano.
La mayor parte del almidân se consume sin aislarlo de la plan 
ta que lo contiene, pero el almidân refInado, tanto naturel como modify 
cado, juega un importante papel en la elaboraciân de alimentos (Wurz­
burg , 1968).
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IV.1.3.1. Estructura molecular.
El' almidân esté constituido por dos molâculas de pollsacâri- 
dos, una lineal (amilosa) y la otra ramificada (amllopectlna}. Ambas 
son horooglicanos de 0-glucosa. En el almidân naturel, estas molécules 
sa ancuentran estrechamente unidas formando grânulos mlcroscâplcos. Los 
grânulos generalmenta contienen ambos tipos de molâculas, con cantida- 
des da amilosa del ârden del 15-30% del total. No obstante, existen va 
rledades de cereales cuyas semillas contienen solamente arailopectina - 
(son las llamadas variedades "cereas"), mientras que otras variedades 
contienen un 85% de amilosa.
a ) Amilosa.
La amilosa estâ constituida par unidades da D-glucosa unidas 
por enlaces glucosfdicos a i (1^4) . La unidad monomârica es el disacâi^ 
do maltosa.
El peso molecular de la amilosa varia con su origan botânico 
y con el proceso de aislamlento seguido. Sus valores oscilan entre 1,1 
millones y 1,9 millones de Daltons (Greenwood, 1956; Killion y Foster, 
1960; Banks y col., 1973).
Con al yodo forma un compuesto de color azul brillante, lo - 
que sirve de base para la determinciân cualitativa del almidân.
b) Amilopectina.
La mayorla de los enlaces de las unidades de 0-glucose de la 
amilopectina son del tipo ai( 1 -44), como en la amilosa. Ademâs, un 
4-5% de las unidades de glucosa estân unidas por enlaces ai (1—>6) - 
dando origan a una estructura ramificada. El disacârido que forma el -
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enlace ramlficado es la isomeltosa.
Mediante procedimientos qufmicos sa ha demostrado que la molâ 
cula de amilopectina présenta, aproximadamente cada 20-25 unidades de 
0-glucosa, una ramlficaciân y que estas ramificaciones se unen a su vez 
a otras cadenas. Lee y col. (1968], demostraron que las molâculas de 
amilopectina no posefan una estructura simâtricamenta ordenada.
IV.1.3.2. Estructura granular.
En los tejldos vegetales el almidân se encuentra en forma de 
grânulos, que presentan aspectos distintos, segân al tipo de planta en 
que SB estudle. Estos grânulos permanecen esencialmente enteras durante 
la mayorfa de los procesamientos usados para preparar el almidân que se 
utiliza como ingredients alimenticio, y lo raismo ocurre en los procesos 
de elaboraciân de alraidones modificados. La estructura del grânulo y 
los cambios que sufre durante la elaboraciân de ciertos productos ali­
menticios tienen un gran interâs para el tecnâlogo de alimentos.
Otros ingredientes alimenticios tienen importantes efectos so 
bre los cambios de los grânulos del almidân, los cuales a su vez, afec-
tan a la textura y a la estabilidad del producto alimenticio final.
Las imâgenes microscâpicas de los grânulos de almidân, son ca 
racterfsticas de cada especle botânica, lo que permits su identifica­
ciân en los alimentos. Las caracterlsticas que diferencian estas imâge­
nes son: tamano, forma, uniformidad de los grânulos, localizaciân del -
hilum, presencia o ausencia total o parcial de estriacionas alrededor
del hilum y la birrefringencia.
En el grânulo existe una mezcla de molâculas lineales y rami- 
ficadas, distribuidas radialraente en capas concêntricas (Badenhuizen,
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1959), que pueden unirse entre si mediante puentes de hidrâgeno forman­
do raicelas, responsables a su vez de la birrefringencia del grânulo.
Entre las capas concêntricas y entre las micelas existen espa 
clos vacios fâcilmente accasibles al agua.
Ademâs de hidratos de carbono en el grânulo existen en canti- 
dades muy pequenas otras sustancias.
IV.1.3.3. Propiedades principales.
A .- Gelatinizaciân.
Bajo condiciones normales, las molâculas de almidân absorben 
una cantidad de humedad proporcional a la humedad relative de la atmâs- 
fera; par ejemplo, las semillas de cereales tienen una humedad del 12- 
14%.
El agua fria puede penatrar entre los espacios de las micelas 
hasta alcanzar el 30 % del peso total del grânulo; sin embargo el hin- 
chamisnto del grânulo sâlo se puede observer al microscopio.
Antes de que la mezcla almidân-agua se caliente a temperatu­
res suficientemente altas para proporcionar la energfa necesaria para 
romper los puentes de hidrâgeno intermoleculares, el grânulo comienza - 
a hincharse notablemente, lo que acarrea una pârdida de la orientaciân 
radial de sus micelas y de su birrefringencia. El calentamiento poste­
rior origina una mayor pârdida de su estructura reticular, permitiendo 
asf que pénétré en el grânulo agrandândolo cierta cantidad de agua adi- 
cional. Sin embargo, las micelas permanecen en gran parte intactas y 
mantienen a los grânulos unidos en redes enormemente hinchadas, a menos 
que SB sometan a temperaturas que sobrepasen los 100*C. o a una agita- 
ciân la suficientemente violenta como para producir la fragmentaciân de
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los grânulos hlnchados. Una agitaciân de tal Intensidad raramente ocu­
rre en el procesamiento de los alimentos. Sin tal agitacidn, las suspen 
siones acuosas da grânulos de almidân calentadas a temperatures eleua— 
das (esterilizaciân) pueden ocasionar depresiones en los grânulos y lue 
go su fragmentaciân gradual. Incluso cuando los grânulos hinchados de - 
almidân no se fragmentan por la alta temperature o agitaciân, algunas 
de las molâculas mâs pequenas de amilosa pueden separarse y pasar al 
ague del medio. Par lo tanto, el engrudo résultants estâ constituido - 
por grumos muy hinchados de molâdulas de almidân suspendldas en una ao— 
luciân de almidân.
La temperatura a la que los grânulos de almidân se hinchan râ 
pidamente y pierden su birrefringencia es llamada temperatura de gelat^ 
nizBciân. Mâs propiamente deberfa de llamarse intervalo de temperatura 
de gelatinizaciân, debido a que los grânulos partlculares de cada mues— 
tra de almidân difieren entre sf, no solamente en tamano y forma, sino 
tambiân en la energfa necesaria para dar lugar a su hinchamiento.
La temperatura de gelatinizaciân permite la identificaciân de 
los almidones de diferentes fuentes.
Los valores de gelatinizaciân no indican exactamente la tempe 
ratura a la que los diferentes almidones gelatinizan en los sistemas de 
alimentas, debido a la influencia que sobre ellos ejercen otros ingre­
dientes de los alimentas.
B.- Cambios de viscosidad.
A medida que la temperatura de la suspensiân de almidân supe­
rs a la de la gelatinizaciân, los grânulos continûan hinchândose si dis 
ponen de agua suficiente. En algunos sistemas alimenticios, como par 
ejemplo en el pan, la pequena cantidad de agua existante limita su hin-
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chamiento ulterior. En los sistemas mâs diluidos, el hinchamiento adi- 
cional puede ser grande pero la viscosidad sâlo aumenta notablemente - 
despuâs de que los grânulos se hinchan lo suficiente como para confluir. 
En algunos casas, la fricciân puede ser tan grande que los grânulos aho 
ra frâgiles se rompan en fragmentes, dando lugar a una disminuciân de - 
la viscosidad.
C.- Formaciân del gel.
Cuando una mezcla densa de almidân se agita y enfria al mismo 
tiempo, su viscosidad generalmenta aumenta. Si se mantiene en reposa an 
tes o después del enfriamiento, hay una tendencia a que se formen puen­
tes intermoleculares. Cuando solo hay molâculas de amilopectinas como 
en los almidones "câreos", las ramificaciones evitan el grado de asocia 
ciân requerido para la formaciân de gel, excepto cuando existen concen- 
traciones muy altas de almidân (30 % o mâs}. Los almidones de raices 
(fécules) forman gel mâs lentamente que los de cereales,
0.- Retrogradacién.
La retrogradacién puede ser considerada como la progresiân - 
normal de la firmeza de un gel de almidân. La velocidad y la intensidad 
de la retrogradacién estân influenciadas por la temperatura, tamaâo, 
forma y concentraciân de las molâculas de almidân y par la presencia de 
otros ingredientes alimenticios. Parece que donde mâs râpidamente acae- 
ce es a temperatura prâximas a 0*C. Por esta razân, la tendencia de 
los almidones a la retrogradacién sa evalda en los alimentos congelados, 
examinando sus pastas sometidas a diverses ciclos de congelaciân y des- 
congelaciân.
Los almidones "câreos" no modificados, que no forman geles -
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excepto a muy alta concentraciân, retrogradan bajo estas condiciones y 
también durante el almacenamiento en congelaciân (Hanson y col., 1951; 
Hanson y col., 1953).
La retrogradaciân de la amilopectina puede invertirse per ca— 
lentamiento, en cambio, la amilosa retrogradada no puede ser revertida 
por los métodos de calentamiento ordinario.
E.- Formaciân de pellcula.
A partir de la amilosa se originan pelfculas fuertes y flexi­
bles que poseen la propiedad poco corriente de ser hidrosolubles y co­
mestibles.
Los alimentos pueden recubrirse con pelfculas de amilosa para 
mejorar la retenciân de agua y disminuir la adhesividad superficial en 
las frutas deshidratadas.
F.- Efectos de otros ingredientes alimenticios.
La informaciân sobre el comportamiento de los sistemas alral- 
dân-agua, aunque muy valiosa para los tecnâlogos de alimentas, necesita 
ampliarse con el conocimiento de las Interacciones del almidân con otros 
componentes de los sistemas alimenticios. Incluso los datas obtenldos - 
al adlcionar un solo ingredients a la mezcla almidân-agua deben u:ili- 
zarse con gran cautela, si se intenta predacir el cornportamiento de pro 
ductos alimenticios més complejos. Estos efectos, asf como la infarma- 
ciân acerca del papel del almidân en algunos alimentos especfficos, han 
sido revisados con més détails, entre otros, por Osman (1967), D Vppo- 
lonia y col. (1971), y Osman (1972).
F.I.- Azûcar.
Debido a su propio carécter hidrofflico, el azâcar corapite -
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con el alraiddn por el ague presente en la mezcla, par lo tanto, retar­
da el hinchamiento de los grânulos de alrniddn. A concentraciones de azû 
Car bajas, el retraso en el hinchamiento del almiddn es escaso, y en - 
algunos casas la vlscosidad mâxima aumenta ligeramente. El aumento de 
la vlscosidad se produce porque las cantldades pequenas de azûcar demo- 
ran aparentemente la fragmentacldn de los grânulos que se hincharon mas 
râpidamenta sin evitar la hinchaztSn de otros granules. Concentraciones 
raayores de azdcar bajan tanto la velocidad de hinchamiento como la vis­
cosided final; la fuerza del gel disminuye progresivaraente a medida que 
aumenta la cantidad de azdcar adicionada. Ademâs de la sacarosa, otros 
azûcares ejercen el raismo efecto cualitativo pero con diferente intens^ 
dad.
F.2.- £H.
La mayorfa de los alimentes tienen valores de pH entre 4 y 7. 
Las variaciones en este orden producen solamente efectos menores sobre 
la velocidad de hinchamiento de los grânulos o sobre la vlscosidad fi­
nal. El aumento de la velocidad de hinchamiento observado en sistemas 
fuertemente alcalinos, raramente tiene mâs interâs para el tecnâlogo de 
allmentos que el meramente teârico; sin embargo, los efectos de los âcl 
dos tiene una importancia extraordinaria en numerosos productos alimen- 
ticios, taies como salsas para ensaladas, rellenos de frutas, sopas de 
tomate, etc., etc.
El hinchamiento de los grânulos se acelera y su fragraentaciân 
aumenta con solo un desdoblamiento hldrolftico relativaraente pequeno - 
del almiddn, por lo que la vlscosidad mâxima obtenida se reduce aprecia 
blemente y durante el almacenamiento tiene lugar una râpida pârdida del
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Bspeseuniento de la mezcla.
En la prâctica camerclal la raejor forma de éviter este aclara 
miento de las salsas para ensaladas es el empleo de almidones modiflca- 
dos que disponen de una gran cantidad de enlaces cruzados.
F.3.- Sales.
En el intervale normal de pH de los allmentos, las molécules 
de alraidrSn no present an grupos ionizables y por tanto son menos sensi­
ble a la sal que las molécules de protéines. En la mayorfa de los ca- 
sos, las concentraciones de sales en los alimentas son tan bajas que 
sus efectos en el almidân son mucho menos llamativos que los de otros 
ingredientes de los allmentos; conviens recorder que se han realizado 
bestantes estudios sobre los efectos de los lones en el almidén con re- 
sultados a menudo contradictorios. Estas aspectos han sido objeto de 
una excelente revisién realizada por Osman (1967).
F.4.- Grasas y agentes de superficie.
Conviens distinguir entre grasas que poseen agentes emulsio- 
nantes y las que carecen de los mismos, puesto que unes y otras tienen 
efectos opuBstos. Las grasas compuestas fundamentalmente por triglicé- 
ridos de 16-18 âtomos de carbono, carentes de emulsionantes, no ejercen 
efecto alguno en la vlscosidad méxlma alcanzada por el almidén, pero la 
temperatura a la que se alcanzé disrainufa progreslvamente a medida que 
se anadfa més grasa, hasta llegar a un punto en el que no podfa disper- 
sarse més grasa en la mezcla.
Los monoglicéridos y compuestos similares con una cadena de 
gran numéro de étomos de carbono unidos a grupos hidrofflicos, influyen 
marcadamente en el comportamiento caracterfstico del almidén. Se descc-
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noce el mecanlsmo par el cual estas sustanclas ejercen tal accldn.
A las personas interesadas en este problems les recomendamos 
la lectura de los trabajos de Osman y Dix (1960); Brockaw (1962) y Gray 
y Schoch (1962).
F.S.- Protefnas.
En el endospermo de cereales y leguminosas, el almidân y las 
protefnas estén intimamente asociados; indudablemente ni uno, ni otras, 
actûan independientemente durante el proceso de obtencidn de harina - 
(molturaciân). Sin embargo, todavfa se desconocen estas interacciones 
y la raetodologfa y sistemStica més convenientes para su estudio (Ber­
nardin y Kasarda, 1973).
F.6.- Leche.
El estudio del comportamiento de las mezclas de almidân y le­
che tiene un gran interés préctico y sin duda alguna, los principales - 
componentes de las mismas son el almidân y las protefnas lécteas; no 
hay que oluidar sin embargo, que otros varios componentes lécteos influ 
yen también, tanto por sus efectos directos en el almidân como indirec- 
taraente por sus efectos en las protefnas (Hwang, 1963). Se han hecho e^ 
tudios amilogréficos y se han analizado las influencias de las tempera­
tures y tiempos de pasterizaciân sobre la gelatinizaciân del almidân - 
(Stalder, 1964; Osman, 1967).
IV.1.3.4. Métodos analfticos.
Como se ha dicho més atrâs, el almidân se présenta en los vé­
gétales en forma de pequenos grénulos cuyas caracterfsticas son tfpicas 
de su origen y procedencia. El aspecto visual y microscâpico de estos -
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granos puede, par lo tanto, servirnos para su Identificacion cualitatl- 
va, es decir, para senalar su pressncla en aquellos productos que como 
la carne y derlvados, en condiciones naturales carecan de este polisacâ 
rido.
Recordemos Igualmente que cuando se calienta en condiciones - 
de humedad el almidân absorbe agua, se hincha y pueden incluso romperse 
Ids grénulos teniendo lugar la extrusiân de la fracciân amllécea hidro— 
soluble. Por lo tanto, al analizar allmentos que hayan sido sometidos a 
un proceso de cocciân deberé tenerse muy presents que, muchos, cuando - 
no todos los grânulos de almidân, habrén sufrido este tipo de rupture.
El calentamiento en seco détermina la producciân de dextrinas 
mediante una reacciân que inicialmente implica cierto grado de despoli- 
merizaciân y oxidaciân de la molécula del carbohidrato. La persistencia 
o continuidad del calentamiento lleva a la degradaclân progresiva del - 
almidân y a la formaciân de gomas con las profondes y consiguientes rao- 
dificaciones estructurales de su molécula.
Asimismo, y como indicabaraos en péginas anteriores, el almi­
dân puede modificarse qufmicamente al introducir en su molécula diver­
ses tipos de enlaces cruzados; estos almidones modificados tienen cler- 
tas propiedades de gran interés en tecnologfa de los alimentes que han 
sido estudiadas, entre otros, por Howling (1974).
La mayorfa de los procedimientos de anélisis del almidân ira— 
plican su previa hidrâlisis y la estimaciân de los productos as£ obte- 
nidos (corrientemente como glucose). La estimaciân cuantitativa del al­
midân mediante su reacciân con yodo, también constituye la base de aigu 
nos métodos. Asimismo, se han desarrollado ciertos métodos polarimétri- 
003, para establecer el contenido en almidân de cereales y productos de
Ill
rlvadoa fundamentalmente.
La hidrâlisis con écidos diluidos del almidân generaimente da 
unaa resultados précticamente coïncidentes con su rendimlento teârico - 
en glucosa, por lo que constituye el fundamento de bastantes métodos - 
analfticos. La concentraciân del écido utllizado para la hidrâlisis va­
ria baatante, pero normalmente se recomienda el empleo de écido sulfdri 
co 0,4N para la hidrâlisis en ebulllclân a reflujo, puesto que el em­
pleo de écido sulfdrlco més fuerte no da en absolute majores resultados. 
Este procedimiento, cuando se utilize con allmentos que contlenen bas- 
tante proteins y grasa, da lugar a la formaciân de productos de conden- 
saciân entre los aminoécidos y los carbohidretos résultantes de la hi­
drâlisis, que limitan un tanto la utilidad del mismo.
Otra objeciân que se puede hacer a la hidrâlisis écida direc­
te del almidân es que, ademés de esta sustancia, se determinarén tam- 
bién todos los polisacéridos présentas que sean hidrolizables por el - 
âcido. Cuando esto ocurra, debe recomendarse la llamada extracciân se- 
lectiva o la hidrâlisis selective.
A .- Extracciân selectiva.
Los dos tipos principales de molécules del almidân difieren 
notablemente en su solubilidad en solventes acuosos. Par ejemplo, la - 
extracciân en agua caliente de una muestra extraeré una cantidad consi­
derable de amilosa y dextrinas, dejando en el residue précticamente to- 
da la amilopectina.
La capacidad de disoluciân en agua de las dextrinas es de - 
enorme importancia cuando se trata de analizar un producto amiléceo q%^< 
ha sido sometido a temperatures de ebulliciân, dado que en ciertos
3IBLIOTECA
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SOS la extracciân acuosa se recomienda para la extracciân de los azûca­
res antes de determinar el almidân. Las dextrinas son frecuenteraente - 
bastante solubles en soluciones hidroalcohâlicas de aproximadamente el 
20 ÿ (v/v), por lo que debemos ser cautos cuando se utilizan estos reac 
tiuos para la extracciân de muestra.
Como agentes extractives selectivos se han recomendado, el - 
cloruro célcico para el anélisis del almidân de los cereales y derlva­
dos mediante polarimetrla (Fraser y col., 1956); con alimentes de otra 
naturaleza sus resultados no son tan buenos.
El écido perclârico se ha empleado como agente de extracciân 
del almidân que se estima colorimétricamente, una vez tratado con el 
reactivo de antrona (Bolton, I960) o precipitado en forma de un comple- 
jo de yodo (Pucher y col., 1948).
Otro agente selective utllizado ha sido el dimetil-sulfâxido, 
adicionado generaimente de écido y seguido de una hidrâlisis enzimética.
En resumen, son varios los procedimientos de extracciân seleç 
tiva disponibles para la estimaciân del almidân de los alimentes; la 
elecciân del més conveniente dependeré de la naturaleza del alimento, - 
de las disponibilidades del laboratorio y ^parqué no? de la propia habi 
lidad y prefferencia del analista que deberé ser muy cauto cuando quiera 
aplicar alguno de estos métodos a un producto del que no se tenga expe- 
riencia previa.
8.- Hidrâlisis selectiva.
Debe basarse exclusivamente en procedimientos enzimâticos da­
do que este tipo de hidrâlisis es virtualmente imposible de realizar - 
mediante procedimientos qufmicos, debido a que algunos de les polisacé-
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ridas existentes en los allmentos son, como se ha dicho, mucho menos re 
sistentes a la hidrâlisis àcida que las molécules del almidân.
Conviens sin embargo recordar que un preparaciân enzimética 
particular lo que hace es définir o incluir bajo el encabezamiento del 
almidân a todas aquellas sustanclas que son hidrolizables por el enzima 
en cuestiân.
El primer producto utilizado para el anélisis enzimético del 
almidân era una mezcla de enzimas amilolfticos de procedencia fûngica. 
La més popular e importante de estas mezclas fué la "T akadiastasa", una 
mezcla de a y amilasas. El producto obtenido al tratar el almidân con 
este "enzima" era una mezcla de maltosa y glucosa. No obstante, estas — 
preparaciones fângicas no pueden considerarse como verdaderamente espe- 
clficas. Por ejemplo, se ha visto que las preparaciones de "Takadiasta­
sa" tienen cierta actividad proteolftica e incluso celulolltica, aunque 
bajo las condiciones analfticas en les que corrientemente se utilizaban, 
las interferencias por la hidrâlisis de otros polisacéridos eran mini­
mes e incluso la ligera actividad proteolltica observada podria conside 
rarse como ventajosa (Southgate, 1976),
En la actualidad se dispone de amiloglucosidasas mucho més e£ 
pecfficas; la mayorfa de estos preparados comerciales siguen siendo de 
origen fûngico, pero al haber mejorado los procedimientos de purifica- 
ciân enzimética se han logrado preparaciones muy activas y especfflcas. 
Southgate (loc. clt.) hace un estudio detallado del empleo de estas pr£ 
parados. Recordemos no obstante que en su utilizaciân constituyen fases 
importantes la preparaciân de la muestra, las condiciones hidrolfticas 
y la eliminaciân de los polisacéridos que pueden interferir.
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IV.1.4. Nitritos.
IV.1.4.1. Antecedentes.
La conservaclân de la carne y del pescado mediante la salazdn, 
se ha venido practicando desde la mâs remota antigOedad, posiblemente - 
desde que uno de nuestros antepasados prehistâricos observé repetidamen 
te que al desecarse algunas salines los peces allf existentes permane- 
cfan mucho tiempo sin alterarse (Kaloyereas, 1950).
Aunque se desconocfa la razdn por la que la sa! lleva a cabo 
su acciân conservadora, se habfa observado que la que contenfa pequenas 
cantidades de salitre daba a la carne un color rojo mucho mâs agradable 
que la curada con sal libre de nitrato. Anos después (Polenski, 1891) - 
se comprobarla que el agente responsable de la formaciân del color, que
se denomlnâ "color de carne curada", era el nitrito, originado por re-
ducciân microbiana del nitrato y Haldane en 1901, en su ya clâsica pu-
blicaciân, explicâ en târminos qufmicos el mecanlsmo de la formaciân de
este pigmento. También son dignos de menciân los trabajos de Lewis y 
Vose (1926) y los de Kerr y col. (1926) que, sin duda alguna, influen- 
ciaron la vigente normative sobre carnes curadas del Departamento de 
Agriculture de los E.E.U.U.
IV.1.4.2. Pufmica del curado.
El interés del curado como sistema de conservaciân de la car­
ne ha disminuido mucho al generalizarse la refrigeraciân y congelaciân, 
pero lo que no ha perdido actualidad es la consecucién del color, aroma 
y sabor caracterfstico de las carnes curadas. Simplificando al mâxlmo 
la qufroica del curado puede decirse que obedece a la siguiente reacciân:
Mioglobina + nitrito Oxido nftrico-mioglobina.
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Aûn cuando Bard y Townsend (1971] senalen que la eflcacla de 
la conversiân del nitrito en âxido nftrico es mayor en la carne que en 
otros sistemas, puede afirmarse con Fujimaki y col. (1975) que falta to 
davla por resolver cuél es el destino del nitrato adicionado a la carne 
como agente del curado. Precisemente estos ûltlmos investigadores han - 
elaborado un esquema que Intenta explicar el destino del nitrato adicio 
nedo a la carne, basândose en los resultados obtenidos con un sistema 
modelo compuesto de mioglobina, nitrito sddico, âcido ascârbico y un 
tampdn de acetato (pH - 5,5):
NO^Na ÿ- NOgH
NCWb 
+ Mb /
Resumen sus resultados diciendo que en condiciones de acidez 
el nitrito adicionado pasa a âcido nitroso; âste, o bien se transforma 
en 6xido nltrico y âcido nftrico o reacciona con el âcido ascârbico or^ 
ginando âxido nltrico y otros compuestos gaseosos (posiblemente âxido 
dlnftrico y nitrâgeno). Parte del âxido nltrico reacciona con la mioglo 
bina dando nitrosomioglobina y parte lo hace con el oxigeno originando 
diâxido nitrico que reaccionando con el agua se transforma en âcido nl­
trico y âcido nitroso. El âltimo, a su vez, da lugar a âxido nltrico.- 
Finalmente concluyen afirmando que todo el nitrito adicionado se trans­
forma en nitrato, salvo al fijado a la nitrosomioglobina y el converti-
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da en compuestos gaseosos estables taies como âxido dinitrico y nitrâ­
geno gasBoso,
Cuando sâlo se emplea el nitrato como agente del curado es d^ 
ffcil calculer la cantidad final de nitrito que se originarâj si es ex- 
cesiva surge la llamada "quemadura del nitrito" que consiste en la oxi­
daciân del pigmento de la carne curada que se présenta de color marrân. 
En los palses en los que no se permits el empleo de nitritos como aditi 
tivo de los embutidos„ la reducclân de sus precursores, los nitrates, - 
SB asegure con la utilizaciân de “starters o fermentas" a base generai­
mente de Micrococcus (Niinivaara, 1955; Pohja, 1960; Valdecantos y 
cia Matamoros, 1964; Sanz Pérez et al., 1966, 1975). Todavla quedan mu 
chos aspectos del curado a los que sâlo nos hemcs referido superficial- 
mente; a las personas interesadas en este problems les recomendamos las 
lectures de las revisiones de Watts (1957), Hornsey (1959), Fox (1966), 
Gard y Townsend (1971), MShler (1974), Krol (1976), Sanz Pérez (1977), 
etc.
IV.1.4.3. Efecto antimicrobiano.
Ademés de intervenir en la formaciân del color de la carne eu 
rada, el nitrito ejerce una acciân protectora frente al Clostridium bo- 
tulinum y otras bacterias causantes de intoxicaciones alimentarias, ta 
les como Çl. welchii y estafilococos enterotoxigénicos.
El mecanlsmo Intimo de este efecto se desconoce todavla en 
muchos detalles, a pesar de la gran cantidad de trabajos publicados al 
respecta; Spencer (1969) e Ingram (1974) lo han revisado con suma aten- 
ciân.
Johnston y colaboradores (1969) atribuyeron al nitrito cuatro
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poslblss mecanlsmos mediants los cuales contribuirla a là conservaciân 
de las carnes curadas soreetidas a tratamientos térmicos subletales.
a) Aumentando la destrucciân de las esporas par el color.
b) Acelerando su ritmo de germinaciân durante el tratamiento térmico, 
lo que irfa seguido de la muerte de las germinadas.
c) Prevlnlendo la germinaciân de las esporas que sobrevivieron al - 
tratamiento térmico y
d) Produciendo una substancia inhibidora al reaccionar el nitrito - 
con algdn components cérnico durante el procesado por el calor.
Asworth y Spencer (1972) estudiando los més importantes traba 
Jos publicados sobre la acciân antimlcrobiana del nitrito, llegaron a 
afirmar que "cuando el nitrito sâdico se calienta en determinados me- 
dios microbiolâgicos complejos se origins un potente inhibidor del cre- 
ciraiento de diverses especies de clostridios. Inhibidor cuya naturaleza 
se desconoce y aunque se han aducido pruebas de que no tiene importan- 
cia en la estabilidad y conservaciân de las carnes tratadas por el ca­
lor, tales pruebas distan mucho de ser conclusivas". Sin embargo, estos 
mismos investigadores (loc. cit.) trabajando con carne de cerdo picada, 
Inoculada con botullnum (tipos A, 8 y E) y con Cl. sporoqenes (PA 
3679) a la qua se la adicionâ nitrito sâdico antes de someterla a un ca 
lentamiento subletal, pusieron de raanifiesto un ligero efecto Perigo.
Segân Ingram no puede sostenerse en la actualidad que el efec 
to del nitrito consista en aumentar la destrucciân de las esporas par 
el calor; serfa el contenido en cloruro sâdico del medio en el que se - 
pretends la germinaciân de aquéllas lo verdaderamente importante. Tara- 
poco admits que el nitrito actûe acelerando el ritmo de germinaciân de 
las esporas durante el tratamiento térmico con la consiguiente destruc-
lis
ci(5n de las mismas. Lo que ocurre, segûn este investigador, es una Inhi 
biciôn de la germinaciân de aquellas esporas que sobrevivieron al trata 
miento térmico. Tal inhibicién se observa especialmente a pH âcido (Ro­
berts e Ingram, 1956; Duncan y Foster, I960).
Acaba afirmando que sometiendo al calor los medios de cultivo 
a los que se adicionâ nitrito, se puede conseguir la inhibicién micro­
biens compléta si las concentraciones finales de nitrito oscilan entre 
50 y 10 mg/Kg., algo que ocurre frecuentemente en la préctica.
Christiansen y colaboradores (1973) y Hustad et al.(1973) tra 
bajando con jaraân triturado y salchichas tipo "Frankfurt" respectivaraen 
te, comprobaron que la concentraciân de nitrito necesaria para la inhi- 
biciân total de la toxinogénesis dependfa del nivel de contaminaciân es 
porular inicial; as! con 90 esporas de Cl. botulinum por gramo de car­
ne se originaba toxine en las muestras que incubadas a 27sc. contenfan 
150 p.p.m. de nitrito, pero no en las que poselan 200 p.p.m. Cuando la 
concentraciân esporular se elevâ a 5.000 por gramo de carne, en las - 
muestras que contenfan 400 p.p.m. de nitrito se produjo toxine botulf- 
nica, pero no en las que posefan 500 p.p.m. Cuando se incubaron a 79G. 
no hubo producciân de toxinas. Los autores de ambas experiencias hacen 
hincapié en que es la concentraciân inicial de nitrito y no la residual 
la responsable del efecto inhibidor toxinogenésico. Més recientemente 
Collins-Thompson y col. (1974) sostienen que cuanto mayor es la tempe­
rature de almacenamiento y la concentraciân esporular del inâculo tan­
to mayor es la cantidad de toxina producida.
XV.1.4.4. Efectos sobre el sabor.
El nitrito ejerce una acciân majorante del sabor como senala- 
ron Brooks y col. (1940),Bernett et al. (1965) y Cho y Bratzler (1970).
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Wasserman y T allay (1972) senalan que en ausencia del nitrito sôdico - 
una mezcla coraercial de especias para “Frankfurts" fue incapaz de irapar 
tir al producto su aroma caracterfstico. Para estos investigadores el 
sabor tfpico de este alimento depende conjuntamente del ahuraado y del 
nitrito. Hustad et al. (1973) opinan también que el aroma de las salch^ 
chas tipo "Frankfurt" elaboradas con carne de vacuno y de cerdo es muy 
superior en las que llevan nitrito que en las elaboradas sin esta aditi 
vo.
En el simposio de Zeist, Mottran y Rhodes (1974) presentaron 
los resultados de diverses investigaciones sobre el bacon que demostra- 
ron que a medida que en este producto auraentaba el nivel de nitrito de 
□ a 1.000 p.p.m., el aroma la hacfa de una forma casi lineal, pero a 
partir de las 1.500 p.p.m. el aumento del aroma era mucho mener. Un ex­
périmenta similar con embutido de raaduracién lenta, realizado por Skjelk 
vale, Tjaberg y Valland (1974), demostré que el nitrito mejora los atr^ 
butos del aroma de la mayorfa, e incluso quizés, de todos los productos 
cérnicos curados,
Se desconoce el mécanisme mediante el que el nitrito influen- 
cia favorablemente el aroma de los productos curados, aunque algunos 
(Bailey y Swain, 1973; Westerberg, 1973) opinan que es de tipo oxidan- 
ta, Por ejemplo, Swain (1972) ha encontrado que el Indice del écido 2- 
tiobarbitûrico es mayor que en los jamones curados sin nitrito que en 
los que lo fueron con este aditivo.
IV.1.4.5. Toxicidad de los nitritos.
La primera vez que se demostré la peligrosidad de las nitro- 
saminas para el hombre fue en 1954 cuando Barnes y Magee observaron - 
las lesiones hepéticas producidas por la dimetilnitrosamina en dos ope
laj
rarios de une fâbrica en la que se empleaba esta sustancia como solven­
ts . Dos anos mâs tarde estas mismos investigadores comprobaron en les 
ratas el gran poder carcinogenético de la dimetilnitrosamina (Magee y 
Barnes, 1956}.
Cuando Hansen (1964) y Koppang (1964) demostraron la apari- 
ciân de lesiones hepéticas en vlsones y rumlantes que habfan ingerido 
piensos a base de harina de pescado conservada con concentraciones de 
nitrato excesivamente altas, aumentando el interés general por las ni- 
trosaminas, especialmente cuando de la harina de pescado responsable se 
aislâ N-nitrosodimetilamina, algo que no ocurriâ con la harina conirol. 
Se comprobâ asimismo que diverses aminas présentes naturalmente en el 
pescado reaccionan con el nitrito dando nitrosaminas; resultado de una 
serie de investigaciones fue la demostracién de la presencia de nitrosa 
raines en la harina de trigo, en la leche y en el queso (Hedler y Mar­
quant , 1968), en las carnes curadas, en las setas (Ender y Ceh, 1963; 
Fazio et , 1971), en el pescado tratado con nitritos (Sen y col., 
1970), en las especias (Sen y col., 1975), etc. Sin embargo también han 
sido varios los cientfficos que aseguran no haberlas encontrado en los 
alimentos humanos (Thewlis, 1968; Keybets y col., 1970; etc.). Hay que 
tener presents que, segûn Wolff y Wasserman (1972) muchos de los rosul- 
tados de las primeras investigaciones deben admitirse con repara jado 
que al mejorarse los métodos de anélisis se ha comporbado la poca 'iabjL 
lidad de bastante de los primeros.
Par otra parte se ha sugerido (Lijinsky y Epstein ; 1970 ; En­
der y Ceh, 1971) que ya antes de su ingestion, a temperatura ambieite 
y pH neutro, los nitritos y aminas secundarias de los alimentes poirlan 
combinarse originando nitrosaminas. Se ha senalado asimismo que tal for
121
maciôn podria tener lugar muy répidamente en el estémago una vez ingeri 
dos con los alimentas los precursores de les nitrosaminas [Sander y Bur 
kle, 196S; Sen y col., 1969].
También se ha comprobado que a pH neutro y en presencia de ni
trato son varias las bacterias que en el intestine o en la vejiga urina
ria (en casos de infecciones) originan nitrosaminas a partir de la dife 
nilamina (Hawksworth y Hill, 1971 ; Ayanuba y Alexander, 1973; Thacker 
y Brooks, 1974; Harrison y Peat, 1975; etc.).
Tannenbaum (1972) comprobé que la saliva Humana contiens can­
tidades significatives de nitrato y suifocianuro, substancia que Boy- 
land y col. (I97l) demostraron que cataliza la reacciân del nitrito con 
las aminas secundarias para dar nitrosaminas.
De los expérimentas realizados se infiere que no hay duda al­
guna respecte de la toxicidad y carâcter carcinogenético de las nitrosa
minas para los animales, algo que se cree que acaece también en la espe 
d e  Humana, si bien no se ha demostrado ooncluyentemente; sin embargo, 
las muchas lagunas existantes, as! como los bajos nivales de nitrosami­
nas hallados en los alimentas, dificultan mucho su evaluacién toxicolé- 
gica para el hombre.
En los productos cérnicos Mirvish y col. (1972) comprobaron 
que el ascorbato y el eritorbato bloqueaban la formacidn de nitrosami­
nas al reaccionar dlrectamente con el nitrito; tal bloquée es maxime a 
pH comprendido entre 3 y 4, y total cuando la relacién molaridad ascor- 
bato/molaridad nitrito es mayor o igual a 2.
La capacidad inhibidora de la reaccién de nitrosacién por par 
te de los écidos ascârbico y eritârbico, que desde hace tiempo se vie­
ns n empleando en el curado como coadyuvantes del nitrito, se lia puesto
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da rnaniflesto tanto an sistemas modelos, como en salchichas tipo "Frank 
furt" y bacon (Herring, 1973).
Sen y col. (1976) han observado también que la adicién al ba­
con (antes de su Fritura) de 1.000 p.p.m. de propilgalato, piperacina, 
ascorbato sédico o ascorbil palmitato reducfa drésticamente la Forma- 
cién de nitrosaminas durante dicho proceso culinario,
Podemos concluir este estudio diciendo que los nitritos de - 
los alimentos y del agua de bebida, asi como los orlginados a partir de 
los compuestos nitrogenados de fertilizantes, tabaco, ciertos contami­
nantes atmosféricDS, etc., como posible fuente de nitrosaminas constitu 
yen un grave problems cuya solucidn exige una dosis grande de dedica- 
cién e imaginacién investigadora de cuantos se esfuerzan por mejorar la 
higiene, la nutricidn, la medicina y, por supuesto, la ciencia y la tec 
nologfa de los alimentos.
A las personas interesadas en las nitrosaminas les recomenda­
mos la lectura de las revisiones de Druckery y col. (1967), Magee y Bar 
ners (1967), Sander y Schweinsberg (1972), Wolff y Wasserman (1972), - 
Sebranek y col. (1973), Scanlan (1975), Crosby y. Sawyer (1976), Klein 
at al. (1976).
Otros inconvenientes que se han atribuido a los nitritos y a 
sus precursores los nitrates, ademâs de los senalados, son la intoxica- 
cién crénica a consecuencia de su ingestién continuada, que origina hi- 
pertrofia tiroidea con alteraciones del métabolisme del yodo, la des­
trucciân por oxidaciân de la vitamine A en el intestino y la altera- 
ciân de las rutas de conversiân del caroteno en vitamine A, todo la 
cual puede dar lugar a sérias deficiencias en esta vitamine (Stoewsand, 
1972).
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Los nitratos per se son tdxicos a concentraciones muy supe- 
riores a las que se encuentran en nuestros alimentos. Oe acuerdo con la
F.A.Q/Q.M.S. una dosis ûnica de 1 g. puede originar intoxicaciôn en el 
hombre y si se eleva a 0 g. dar lugar a la muerte. La dosis létal de 
nitrito es mucho menor, oscilando entre 0,10 y 2,5 gramos. Los nivales 
de nitrato en los alimentos consumidos por el hombre no son suficientes 
para originar intoxicaciones, sin embargo, si les condiciones de almace 
namiento lo perroiten se transforman en nitritos y éstos si son tdxicos 
a concentraciones bastante menores, segûn acabamos de ver. El efecto td 
xico del nitrito se debe a la oxidacidn del idn ferroso de la hemoglobi 
na sangulnea a idn férrico de metahemoglobina. Este cambia, que es irre 
versible, no se acompana de alteracidn o destruccidn globular alguna.- 
La metahemoglobina no actûa como transportador de oxigeno y los tejidos 
orgânicos presentan anoxemia debido no solo a esta incapacidad de tran£ 
porte de oxigeno por la sangre, sino también a la dificultad de "soltar 
o desprender" el oxigeno disponible. En una mezcla de metahemoglobina y 
oxihemoglobina la curva de disociacidn de la oxihemoglobina:
HbÜ^  --^ Hb 4- Og, esté desplazada a la izquierda con lo que el -
oxigeno disponible para los tejidos es cada vez menor (Phillips, 1568).
Cuando en la sangre hay més de un 5 % de metahemoglobina se 
aprecia una ligera cianosis y cuando la concentracidn alcanza el 70 % 
del total del pigmento sangulneo se produce la muerte por asfixia (Kno­
tes y Schmidt „ 1964). En los ninos menores de 3 meses y en individuos 
anémicos concentraciones menores del 70 % son ya létales; en los prime­
ros ello es consecuencia de la presencia en su aparato circulatorio de 
sangre fetal cuya hemoglobins es més fécilraente oxidada. Oe aqui que 
el Comité Conjunto de la F.A.O/O.M.S. recomiende que bajo ningûn conceg
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to se adlcionen nitratos a los alimentos para bébés y prohiba el empleo 
de aguas ricas en estas sales para la preparaciân de alimentos infanti­
les .
La abundancia de nitratos en determinadas cosechas de hortali 
zas, como consecuencia de las modernes técnicas de explotaciôn agraria, 
su acumulaciôn en determinadas partes de Ids vegetales comestibles, la 
posible nitrlficacién exdgena durante el almacenamiento de las hortali- 
zas, el aumento general del contenido en nitratos de las aguas e inclu­
se la nitrlficacién endégena intestinal como consecuencia de ciertas - 
disbiosias bactsrianas intestinales, etc., etc., han hecho que se pres­
te una gran atencidn por parte de los organlsraos internacionales a la 
alimentacidn infantil y sobre todo a la tecnologfa de la preparacidn de 
determinados productos precocinados para la alimentacidn de bébés. El - 
tema es muy polémico y estâmes aûn lejos de su compléta solucidn; a las
personas interesadas les recomendamos la lectura de los trabajos de Bo-
dansky (1951), Phillips (1S68, 1971), Vu y Bourrinet (1976), etc,
IV.1.4.5. Métodos analfticos.
La mayorfa de las "sales del curado" suelen llever un 10 % de 
su peso de nitrato -cantidad méxima autorizada- y una proporcidn de ni­
trito sddico que no supere el 0,6^.
La legislacidn espariola es muy obscura en lo referente a can­
tidades de nitratos y nitritos permitidas en los productos cérnicos y, 
por ejemplo, en lo referente a chorizo, salchichdn y lomo embuchado la 
Orden de la Presidencia del Gobierno del 21 de junio de 1977 (Boletfn
Oficial del Estado del 12 de julio de 1977) se limita a senalar que las
cantidades a utilizer serén "las dosis permitidas por la Oireccidn Gene
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rai de Sanidad". Hasta la fecha esta Oireccidn no ha indicado cuales - 
son taies dosis.
Par otra parte las normas de calidad para jamdn cocido, pele- 
ta cocida, fiambre de paleta y pastel de carne de cerdo, destinados al 
cornercio espanol permiten 200 rag. de nitrito/Kg. neto de producto acaba 
do y 500 mg. de nitrato/Kg. neto del raismo producto (Orden de la Presi­
dencia del Gobierno del 17 de septierabre de 1975, publicada en el Bole­
tfn Oficial del Estado del 27 de septierabre de 1975).
Estas cantidades, al parecer, superan bastante a las rafnimas 
necesarias para alcanzar el efecto beneficioso del nitrito, al que nos 
hemos referido més atrés, par lo que en la mayorfa de los pafses estân 
sometidas a revisidn para evitar que las cantidades totales ingeridas 
no sdlo con los productos cérnicos, sino también con hortalizas, quesos 
e incluso agua de bebida, etc., se mantengan por debajo de las conside- 
raciones tdxicas (Faccini y col., 1969).
Corrientemente el problems con que se enfrenta el analista - 
cuando pretende establecer el contenido en nitratos y nitritos de un em 
butido madurado es el senalar cual era la cantidad inicialmente adicio­
nada a la pasta, algo imposible de realizar en el estado actual de nue£ 
tro conocimiento debido a que dependiendo del tiempo madurando, del ti­
po de flora microbiana existante en el embutido, de la técnica analfti- 
ca utilizada, etc., etc., los resultados varfan mucho. Las interaccio­
nes a que se ven sometidas estas sales en un substrata tan complejo co­
mo la pasta de un embutido en maduracidn, tampoco son aJenas a este pro 
blema, cuya solucidn interesa cada dfa més desde que se ha descubierto 
su papel como precursores de las nitrosaminas (Usher y Telling, 1975).
Aunque la estimacidn de nitratos en los embutidos tiene esca-
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so interés, conviens recordar pue se lleva a cabo por espectrofotome- 
trfa y que atendiendo al principle implicado puede clasificarse en très 
grupos: a) Nitracién de una sustancia de naturaleza fendlica; b) Oxida­
cidn por el nitrato de un compuesto orgénico y c) Reduccidn del nitrato 
a nitrito o amoniaco. De acuerdo con Hatcher y Schall (1965) los anéli­
sis de aquellos productos que contlenen materias orgénicas hidrosolubles 
y nivelas muy bajos de nitratos, dan resultados pocoo nada reproduci- 
bles cuando se sigue algûn procedimiento basado en los principios ante­
riores .
La mayorfa de los métodos, comdnmente usados para la determi- 
nacidn del nitrito en solucidn acuosa, estén basados en la reaccidn del 
nitrito con una amina priraaria en solucidn écida para former una sal de 
diazonio. Esta sal se trata después con un compuesto aromatico, que ge­
neraimente lleva grupos amina u oxhidrilo para former un color azo que 
se raide espectrofotométricamente.
Aunque hay unà amplia gama de aminas que sirven tanto de reaç 
cionantes del nitrito como agentes de copulacidn, en las técnicas més 
corrientes sdlo se utilizan unas pocas, como lo muestra la tabla V.
En el método oficial de estimacidn de nitrito en los produc­
tos cérnicos recomendado por la A.Q.A.C. (1975), se emplea la 1-naftil- 
amina. No obstante, se ha comprobado que la 1-naftilaroina y sus produc­
tos de oxidacidn son carcindgenos, por lo tanto deberén ser manejados 
con cuidado (Radoraski y col., 1971; U.S. Department of Health Education 
and Welfare, 1971; Teichmann y Schramm, 1973; American Public Health - 
Association, 1975; Usher y Telling, 1975). En consecuencia en el Reino 
Unido ha sido prohibido su uso, sustituyéndola por el âcido 1-naftcl- 
sulfdhico o por el diclorohidrato de la 1—TJ-naftil—etilendiamina. La
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rapldez con que se desarrolla el color en una gran variedad de concen­
traciones de nitrito, cuando se emplea el reactivo ultimamente citado, 
lo ha convertido en el mâs frecuentemente empleado en muchos y distan­
tes laboratorios (Usher y Telling, loc. cit.) .
A pesar de las excelentes revisiones publicadss sobre anéli­
sis de nitratos y nitritos en la carne y productos cérnicos ( Taras, - 
1958; Schuller y Veen, 1957; Boltz, 1973; Usher y Telling, 1975; etc.) 
todavfa; no existen normas universaimante aceptadas y hay bastante con- 
troversia al respecte, como se deduce del estudio de la bibliograffa pu 
blicada. En Espana los datos son muy escasos, por lo que hemos conside- 
rado oportuno estudiar este aspecto.
TABLA V.
Sistemas corrientes de acoplaraiento usados para la determinacién co- 
loriroétrica del nitrito.
Autor Amina , aromatica. Reactivo copulante. Tierapo para el desa- rrollo Sel color.
1 min.)
Griess-Ilosvay 
(1879)-(1889)
Ac. sulfanilico 1-naftilamina. 25-60
Adriaanse y Bobbers.Ac, sulfanilico.Ac. 1-naftol- 
(l969) 7-sulfénico.
25
Follet y Ratcliff. 
(1963)
Ac. sulfanilico. 1-naftoi. 24
Bratton y Marshall. 
(1939)
Ac. sulfanilico. 1-N-naftil- 
etilendiamina.
10
Shinn (1941). Sulfanilaraida. 1-N-naftil- 
etilendiamina.
10
Karatn y col.(1965) 1-naftilamina. 1-naftilamina. 120
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IV.2. MATERIAL Y METODOS.
IV.2.1. DeterminaciiSn de la glucono-^y-lactona.
La determinacidn de la G J L se llev<5 a cabo en diverses mues— 
tras obtenidas a partir de chorizo, salchichdn y salami de varias fir­
mes comerciales.
La estimacidn de la Gj L se realizd siguiendo el método cro- 
matogrâfico descrito por Braun y Hieke (1966) .
IV.2.1.1. Extraccidn.
Se pesé una cantidad de muestra (alrededor da 20 gramos) y se 
homogeneizd en un aparato M.S.E. con 5 volûmenes de agua destilada du­
rante dos minutes; la suspensidn as£ formada se sometid a ebullicidn du 
rante 10 minutes y posteriormente se introdujo en un frigorffico a 4SG. 
donde se mantuvo el tiempo suficiente (aproximadamente 3 horas) para 
que solidificara la materia grasa. Transcurrido este tiempo se éliminé 
la capa lipfdica y el resto se filtré a través de papel Whatman N® 1.
Una alicuota del filtrado se mezcld a partes iguales con NaOH 
0,1N. Dicha mezcla se calentd a 70*0. durante 10 minutos en bano ma­
ria. El exceso de NaOH se tituld con CIH 0,1N utilizando como indica- 
dor solucidn alcohdlica de fenolftaleina al 1ÿ. Otra alicuota del 
filtrado exactamente igual, se neutralizd con un volumen exacto de NaOH 
0,1N, calculada a partir de la titulacidn anterior. De esta solucidn 
SB tomaron las muestras empleadas posteriormente para la cromatografia.
IV.2.1.2. Cromatografia en capa fina.
La cromatografia se realizd en capas de silica gel G-GO, pre­
paradas segûn II.2.2. y activadas mediante calentamiento a 110®C. duran
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te 30 minutos.
Las croraatograflas se desarrollaron en câmaras sin saturar, uti 
lizando como fase mdvil una mezcla de n-propanol/n-butanol/agua (l/l/l) 
(v/v/v). El revelado se realizd, previo secado de las plaças en estufa 
de aire forzado a 60*C., con una solucidn oxidante constituida por meta 
peryodato sddico al 0,1%. La zona de raigracidn del âcido glucdnico, - 
del ascdrbico y de diuersos azûcares aparece como manchas blancas. Pos­
teriormente se hizo un segundo revelado pulverizando con el reactivo de 
bencidina (solucidn en etanol de 96a de bencidina al 3,5%/ CIH, IN/ace- 
tona/agua) (00/1,5/30/70) (v/v/v/v). La zona ocupada por la G<f L toma 
un color amarillo, mientras que el resto de las sustanclas permanecen 
con el color bianco qua adquirieron al pulverizar las plaças con peryo­
dato .
IV.2.2. Determinacidn de las proteinas de so.ja.
La determinacidn de las proteinas de soja se llevd a cabo en 
diversas muestras obtenidas a partir de salchichas tipo "Frankfurt" y 
mortadelas de varias firmes comerciales.
Para la determinacidn de las proteinas de soja se siguid, en 
esencia, el método descrito par Homayounfar (1975).
IV.2.2.1. Preparacidn de la muestra.
Se pesd una cantidad de muestra picada (alrededor de 1 gramo), 
previaraente esterilizada (en casa de productos frescos o pasteurizados), 
y se homogeneizd cuidadosamente en un aparato M.S.E. con 10 volûmenes — 
de âcido tricloroacético al 10%. La mezcla se agitd durante 20 minutas 
y después se centrifugé a 4.000 r.p.ra. durante otros 20 minutos. Pos­
teriormente , se retiré el sobrenadante y al sedimento se le anadieron
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10 volûmenes de écido tricloroacético al 5% ; se agité bien y se centri 
fugé durante 40 minutos. Finalmente se lavé el sedimento por centrifu- 
gacién con agua destilada.
Todas estas operaciones se realizaron en cémara frfa (O-lsc).
a ) Extraccidn de los Ifpidos.
Al sedimento obtenido en las operaciones que se describen en 
el apartado anterior se le anadieron 10 ml. de metanol; se agité duran­
te 10 minutas y se centrifugé. Se éliminé el sobrenadante y se anadid 
otro volumen igual de una mezcla de cloroformo/metanol (l/l) (v/v), se 
agité durante dos horas y se centrifugé. A continuacidn se le anadieron 
al sedimento 12 volûmenes de una mezcla de cloroformo/metanol (3/l) 
(v/v), se agitd durante 3 horas y se centrifugé. Se recogid el sedimen­
to y las ultimas trazas de disolvente se eliminaron hasta sequedad ha- 
ciendo pesar a su través una corriente de nitrdgeno. Todas las operacio 
nés SB llevaron a cabo a 1®C.
b) Extraccidn proteica.
El extracto obtenido se trituré en un mortero y se le anadie­
ron a ml. de una solucidn compuesta por fenol/écido acético/agua (2/1/1) 
(v/v/v) (Vïork, 1964; Takayama y col., 1966) y se dejd durante una 
hora a temperatura arabiente. A esta solucidn se le anadid urea hasta 
alcanzar una concentracidn 5WI. Si la solubilizacidn no era perfecta - 
se anadfa urea hasta concentracidn 8M.
El extracto final se conservé bajo congelacidn a - 20® C. has­
ta el momento de su empleo.
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IV.2.2.2. Electroforssis■
A) Preparacidn del gel de acrilamlda 7,5%.
Para la preparacidn de este gel se emplearan las disoluciones 
siguientes (Takayama y col., 1966):
Solucidn A
Acrilamida ................... 10 g ■
NN'metilen bisacrilamida ......  0,28 g.
Urea ........................  20 g (5M) ô 24 g (BM).
Acido acdtico ....... . 46,3 ml.
H^O csp......................  100 ml.
Solucidn 8
Persulfato aradnico ............ 1,3%.
Estas disoluciones se conservaron en nevera durante 3 d 4 se-
raanas.
De acuerdo con los autores citados se pueden uariar las con­
centraciones de acrilamida (con una concentracidn mâs fuerte la electro 
foresis es mâs lenta y las bandas son menos difusas) y de urea (una con 
centracidn mâs fuerte puede mejorar la nitidez de las bandas). Sin em­
bargo, en las condiciones qua se describen en este trabajo sdlo se con- 
siguid una mejor resolucidn aumentando la concentracidn de urea a 8M, 
tanto en la muestra como en el gel.
A partir de las soluciones A y B se hizo la mezcla siguiente, 
con la cual se pueden preparer hasta 12 tubos:
Solucidn A .................. 12 ml.
Solucidn 8 ..................  4 ml.
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NNN'N'-tstrametiletilenodiarnina (TEMED) ... 0,08 ml.
Urea .....................................  2,4 g (5m) S 2,88 g (8M).
La mezcla se préparé, inraedlatamente antes de su use, agitan— 
dola con cuidado para evitar la formacidn de burbujas de aire.
Los tubos de electrofresis (75 mm. x 5 ram.) se llenaron con
esta raezcla hasta unos 5mm. de su extremo superior, depositandola cui- 
dadosamente en las parades y dejândola deslizar por las mismas, con el 
fin de que no aparecieran burbujas de aire en el interior. Inmediatamen 
te después se adicionaron dos gotas de agua destilada, para evitar la 
forraacitSn de un menisco cdncavo.
A continuaci6n se dejaron polimerizar a la teraperatura amblen 
te durante dos boras o a 30*0. durante una bora. Una vez polimerizados, 
se eliraintS totalmente el agua anadida invirtiendo los tubos y secando
con ayuda de una tira de papel de filtro.
La muestra (10-50 ^ 1.) se colocd cuidadosamente en la super­
ficie superior del gel con una micropipeta graduada y se rellend el res 
to vacio del tuba con âcido acético al 75%.
6] Oesarrollo electroforëtico.
Los tubos se colocaron en la cubeta superior del aparato y a 
los recipientes superior e inferior se les anadid una cantidad suficien 
te de ^cido acético al 10 %.
La electroforesis se desarrolliS aplicando primero una corrien 
te de 1 mA/tubo a 180 V. durante 8 minutos (tiempo de premigraciôn) e 
inmediatamente después una corriente de 5 mA/tubo a 180 V. durante 80 
a 90 rainutos (tiempo de migracién propiamente dicba).
Siendo el pH de la solucidn de écido acético inferior al pun-
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to Isoeléctrico de las proteïnas, éstas emigran en dicho raedio coina los 
cationes, del énodo al câtodo. Par la tanta, se cambiô la posicidn "nor 
mal" de los electrodos del aparato de elctroforesis Canalco 1200 a la 
posicidn "reverse".
Finalizado el desarrollo electroforétlco se retiraron los ge- 
les de los tubos inyectando agua destilada entre el gel y la pared del 
tubo.
C) Tincidn y fljacidn de las bandas.
Una vez extraidos los geles de los tubos de electroforesis, - 
se traspasaron a tubos de ensayo a los que se les adiciond el colorante 
[solucidn de azul-negro de aniline al 0,25% en âcido acético al 3,5%) 
en cantidad suficiente para cubrirlos totalmente donde se mantuvieron 
durante dos horas.
Una vez tenidas las bandas se procedid a la eliminacidn del 
colorante, para lo puai los geles ya tenidas se colocaron en tubos es- 
peciales sin fondo cerrados con un poco de gel separador polimerizado. 
En estas condiciones se llevaron al aparato de electroforesis; los re­
cipientes superior e inferior se rellenaron con solucidn décolorante - 
de âcido acético al 7 %  y se les aplicd una corriente de 8 m A por tu­
bo, hasta lograr un gel transparente en el que sdlo se apreciaban teni­
das les bandas de proteïnas.
Para la conservacidn posterior de los geles decolorados se - 
transfirieron a tubos de ensayo donde se mantuvieron sumergidos en una 
solucidn de âcido acético al 7%.
Corao los métodos de precipitacidn proteica y de extraccidn - 
de llpidos recomendados por la técnica de Homayounfar eran muy coraple-
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jos y requerîan mucho tiempo, tuvimos que modificarlos de la siguiente 
manera:
Una cantidad de muestra, preulamente esterilizada (en caso de 
productos frescos a pasteurizados) se trituré con 10 volûmenes de agua 
durante 10 minutos. Posteriormente se le anadieron 15 volûmenes de âci­
do tricloroecético al 20 % y la mezcla se agité enârgicaraente durante 
20 minutos. Finalmente se centrifugé durante 20 minutos a 4.000 r.p.m.
Para la extraccién de los llpidos al sedimento obtenido se le 
anadieron 25 volûmenes de una mezcla de cloroformo/metanol (l/l) (v/v); 
se agité durante una hora y se centrifugé. Dicba extraccién se repitié 
y del sedimento obtenido se eliminaron las ûltimas trazas de disolvente 
mediante una corriente de nitrégeno. Todas estas operaciones se lleva­
ron a cabo a 1*0.
La extraccién proteica y la electroforesis se realizaron de 
acuerdo a le técnica descrita (véase apartados IV.2.2.1.B. y IV.2.2.2).
Los resultados obtenidos con ambos métodos eran idéntlcos, si 
bien con las modificaciones introducidas el tiempo requerido para los 
anâlisis se redujo de 12 horas en el método original a solo 7 que se ne 
cesitan con nuestra modificacién.
IV.2.3. Determinacién del almldén.
La determinacién del almldén se llevé a cabo en muestras obte 
nidas a partir de salchichas tipo "Frankfurt" y mortadelas de varias - 
firraas comerciales existantes en el mercado espanol. Todos estos produc 
tos fueron fabricados en Espana, excepto très muestras de salchichas - 
que procedfan de Alemania Federal.
Para la determinacién del alraidén se siguieron dos métodos, 
uno cualitativo y otro cuantxtativo.
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IV.2.3.1. Método cualitativo.
Este método esté destinado a detectar de una forma râpida la 
presencia de alraidén en las muestras.
Se siguié el descrito por Casares (1954), baaado en que el al 
raidén toma una coloracién azul-negra intensa an presencia de yodo.
Para ello se tomé una cantidad de muestra picada (alrededor
de 10 gramos) y se le anadieron S volûmenes (p/v) de agua destilada y
se soraetié a ebullicién en bano maria durante 10 a 15 rainutos. Poste­
riormente se tomaron unos 10 ml. del fondo del raatraz y se llevaron a 
un tubo de ensayo. Se enfrié el tubo al chorro de agua frxa y se le ana 
dieron unas gotas de Lugol: ^yodo/ yoduro potésico/ agua destilada -
(1/2/200) (p/p/v).].
IV.2.3.2. Método cuantitatlvo.
La determinacién cuantitativ# del alraidén se efectué de acuer
do con el método descrito por Glover y col. (1966) que se basa en la se
paracién de los azûcares y la grasa de la muestra, permaneciendo solo 
en ella el polisacârido que posteriormente se hidroliza con un âcido dé 
bil, determinéndose la glucosa del extracto final con reactiva de antro 
na.
A) Extraccién de azûcar y de grasa.
Se pesé una cantidad de muestra picada (en torno a 2 gramos] 
que se agité enérgicaraente con 25 ml. de una mezcla de etanol/éter de 
petréleo (1/3) (v/v) y se centrifugé a 2.500 r.p.m. durante 5 minutas. 
Se éliminé la porcién alcohélica-etérea y al sedimento se le anadieron 
10 ml. de etanol caliente (60*0.) al 00%, agitândose a continuacién y
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sometiéndolo a centrlfugacidn durante 5 minutos. Se éliminé el sobrena- 
dante y se repitié la extraccién alcohélica del sedimento en las mismas 
condiciones.
s) Extraccién del almidén.
Al sedimento obtenido, como se indice en el apartado anterior, 
se le anadieron 5 ml. de agua destilada y 6,5 ml. de âcido perclorico - 
al 52 %, se agité durante 5 rainutos y se mantuvo en repose duran:e 15 
minutos. Posteriormente se le anadieron 20 ml. de agua destilada y se 
centrifugé durante 5 rainutos. El sobrenadante se recogié en un raatraz 
aforado de 100 ml. y al sedimento se le anadieron 5 ml. de agua desti- 
lada y 6,5 ml. de âcido perclérico al 52%. Se agité y se dejé en repo­
se durante 30 minutos. Finalmente se recogié el contenido entera del 
tubo en el raatraz que contenla el primer extracto, se enrasé con ague 
destilada y se filtré a travâs de papel Whatman N9 12.
C) Determinacién de glucosa.
C.l. Método de Glover y col. f1966).
En un raatraz aforado se diluyeron 5 ml. del filtrado ottenido 
en el apartado B en 200 ml. de agua destilada. Un volumen de es'a diso 
lucién se mezclé con dos volûmenes de reactiva de antrona (soluc.én de 
antrona al 0,2% en âcido sulfûrico al 95,5%) en un tubo de ensnyo que 
se mantuvo sumergido en un bano de agua frfa durante unos minutos. La 
mezcla se agité bien y se calenté en un bano de glicerina a 100@C. du­
rante 7,5 minutas. Inmediatamente después se enfrié répidamente en un 
bano maria a 25*0. y se déterminé la absorbancia a 630 nm. El ctlor - 
perraanecfa fijo durante 30 rainutos, pasado este tiempo la absorbmcia
137
coraenzaba a disminuir.
Las lectures se refirieron a una grafica patrén preparada con 
glucosa (figura 15) tratada de la misma forma.
El reactivo de antrona, conservado a 0*C. aproximadamente, se 
mantiene sin alterar durante 3-4 dlas.
C.1.1. Determinacién del almidén■
Se hizo de acuerdo con la férmula propuesta por Glover y col.
(1966):
%  Almidén = %  Glucosa x 1,06.
C.2. Método de Dubois y col. (1956).
Debido a las precauciones que se han de toraar con el reactivo 
de antrona para leer la densidad éptica y a la inestabilidad del mismo, 
el contenido en glucosa se déterminé también mediante el método propue^ 
to por Dubois y col. (1956), que es més féeil de aplicar y aderaés tiene
la ventaja de que la coloracién formada es astable durante mucho més -
tiempo.
A 2 ml . de la disolucién acuosa del hidrato de carbono, obte-
da segûn se describe en el apartado C.l., se le adicioné 1 ml. de fenol
al 5%; luego se le anadieron répidamente 5 ml. de écido sulfûrico con- 
centrado de densidad 1,84. La mezcla se dejé estar a la temperature - 
ambiente 10 minutos y posteriormente se sometié durante 20 minutas al 
bano maria (25-30*0.).
Se leyé la extincién a 490 nm. y las lectures se refirieron 
a una curva patrén construida con glucosa (figura 16).
El célculo del contenido en alraidén se realizé segûn se des­
cribe en C.1.1.
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FIGURA 16: GRAFICA PATRON PARA LAS DETERMINACIONES
DE GLUCOSA POR EL METODO DE DUBOIS Y COL (1956).
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IV.2.<1. DetemiinacicSn de nitrltos.
La determinacitfn de nitrltos se lleuiS a cabo en muestras obte 
nidas a partir de salchichas tipo "Frankfurt", mortadelas, jamones tipo 
"York" y chorizos de varias firmas comerciales.
La determinacifin de nitrltos se realiz6 de acuerdo con la Nor 
ma Internacional ISO/DIS 2918.
IV.2.d.l. Réactives■
a ) Soluclones utllizadas para la precipitacidn de proteïnas.
A .1. Reactiva I; Disolucidn acuosa de ferrocianuro potésico (K^Fe(CN)g- 
3H^0) al 10,6?t.
A.2. Reactivo II: Se préparé disolviendo 22 gramos de acetato de zinc 
dihidratado (CH^- COO)^ Zn.214^ 0 y 3 ml. de écido acético glacial en
agua destilada hasta un volumen de 100 ml.
A.3. Solucién saturada de borax: Solucidn acuosa de tetraborato disédi- 
co decahidratado (B^O^Na^•lOH^O) al 5 %.
B) Reactivo colorimétrico.
B.l. Solucién I .
Oisolucidn de écido sulfanilico al 0,67^ y ClNa al 2%  en éci­
do acético glacial del 20^. Para lograr la total solucién de los pro­
ductos qufmicos es necesario calentar al bano maria.
B.2. Solucién II.
Mezcla al 1:2 [v/v) de una solucién acuosa de naftilamina al 
0,3*0 y âcido acético glacial. Este reactivo se filtré posteriormente 
y se enrasé a 1.000 ml. con agua destilada. Para disolver la ci naftil- 
amina es necesario calentar al bano maria.
la i
Por su carâcter cancerlgeno, es necesario raanipular esta solu 
cién con precaucidn.
Ambas soluclones se conservaron en frescos topacio, bien ce­
rrados. El reactivo colorimétrico se préparé mezclando volûmenes igua- 
les de las dos soluclones; se puede conservar bajo refrigeracién una se 
niana como maxima.
IX/.2.4.2. Preclpitacién de las proteïnas.
Se pesé una cantidad conocida de muestra picada (alrededor de 
10 gramos) en un erlenmeyer y se le anadieron sucesivamente S ml. de la 
solucién saturada de borax (A.3) y 100 ml. de agua destilada a una tem­
perature de ToaC. como mlnimo. Dicba raezcla sa calenté hasta ebulli­
cién introduciendo el matraz en un bano maria, agitândolo ocasionalraen- 
te. Se dejé enfriar a la temperatura ambiente y se mezclé cuidadosamen­
te con 2 ml, del reactivo I (A.l) primero y después con 2 ml. del reac­
tivo II (A.2).
La mezcla se trasvasé a un matraz aforado de 200 ml., y se 
ajusté el volumen con agua destilada, se dejé reposar durante 30 minu­
tos a la temperatura ambiente. Finalmente se mezclé cuidadosamente y 
se filtré a través de papel de filtro de pliegues, exento de nitritos.
IV.2.4.3. Determinacién colorlmétrica.
Se tomé una alicuota de 10 ml. del filtrado anterior y se mez 
clé con un volumen igual del reactivo colorimétrico (b ). Si la alicuota 
del filtrado era mener de 10 ml. se completaba hasta 10 ml. con agua - 
destilada.
Se agité y se dejé reposar durante 15 minutos a temperatura 
ambiente, al abrigo de la luz solar directa.
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Pasados 20 minutos y antes de transcurrir 4 horas, se mldié 
la densidad éptica de la solucién a 520 nm. Cuando el color de La solu­
cién problems fue muy intenso se diluyé de forma apropiada.
Las lecturas se refirieron a una grâfica patrén confe:ciona- 
da a partir de una solucién de nitrito sédico (figura 17), tratida de 
la misma forma.
IV.2.4.4. Calcule.
Se calculé el contenido en nitrito de la muestra en miligra- 
mo de nitrito sédico por Kilogramo con ayuda de la férmula siguiente:
NO Na (mg./Kg.) = c x -SSSS 
2 ni • V
donde:
m = peso de la muestra en gramos.
V = volumen, en ml., de la alicuota del filtrado tomada para la deter­
minacién colorlmétrica. 
c = concentracién en nitrito sédico, expresada en /jg./ml. , detemiinada 
en la curva patrén a partir de la densidad éptica de la solJcién - 
preparada a partir de la muestra.
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IV.3. RESULTADOS Y DI5CU3I0N■
IV.3.1. Glucono-J-lactona.
Los estudios que se recogen en este apartado estan enca.ulna- 
dos a demostrar el grado de incidencia de la G J L en algunos productos 
cârnicos existantes en el mercado espanol y a analizar los efectos que 
la G(J L tiene sobre las caracterfsticas organolépticas de los chorizos.
IV. 3.1.1. Determinacién de glucono-cT -lactona.
La determinacién de G éJl se llevé a cabo en una serie de embu 
tidos ["salamis", chorizos y salchichones), cuyas fases de elaboracién 
desconociamos, as£ como en chorizo elaborado bejo nuestra direccién en 
una fâbrica espanala siguiendo el procedimiento industrial normal de la 
misma. Este chorizo solo se diferenciaba del "comercial” en que se le 
habia adicionado a la raezcla para embutlr un 3 ÿ, de Gd*L.
Salvo estos chorizos, los deraés permanecfan a firmas conercia 
les distintas y se adquirieron en supermercados raadrilenos. En total se 
analizaron 16D muestras que pertenecfan a 4 marcas comerciales difereji 
tes en el caso del salami y a 18 fabricantes distintos en el caso del 
chorizo y del salchichén. La deteccién de dicho aditivo se realize si­
guiendo el método de Braun y Hieke (1965), segdn se describe en IV.2.1.
Alicuotas de los extractos obtenidos de las muestras, as! co­
rao una solucién patrén al 1 % de GffL, se cromatografiaron en capa fina 
de silica gel G-60 y se desarrollaron con n-propanol/n-butanol/ agua - 
(30/3D/30) (v/v/v). Cada plaça se révélé primero con una solucién de me 
taperyodato sédico al 0,1^ y después con el reactivo de bencidina. 3e 
incluyeron aderaés patrones de écido ascérbico y diverses monosecéridos 
y disacéridos con el fin de observer su comportamiento frente al reac—
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tiuo de bencidina y comprobar si se podia confundir el âcido glucânico 
con alguno de los azûcares existantes en los erabutidos.
Mientras que el âcido ascérbico, la glucosa, la sacarosa y la 
lactosa aparecfan como manchas blancas que presentaron Rfs. de 0,39; - 
0,50; 0,43 y 0,33 respectivamente, la zona ocupada por la Qcf L , tomé un 
color araarillo al tratarla con el reactivo de bencidina; su Rf fué de 
0,27. El metaperyodato en aquellas zonas donde no habia ninguna sustan 
cia reaccioné con la bencidina dando un color azul.
El color amarillo de la raancha correspondiente a la Ggf L se 
debe a que este producto, como se indica mâs atrâs, se transforma en 
âcido glucénico que al ser oxidado por el metaperyodato sédico, da al- 
dehido férmico, que con la bencidina détermina la aparicién de la colo­
racién amarilla tipica (Couedor et al., 1970).
La figura 18, muestra un mapa cromatogrâfico tipica de un ex­
tracto de salami ; como puede apreciarse su cromatograf ia se realizé ccri 
juntamente con la de un patrén de g S  L recientemente preparado, hecho 
que también se llevé a cabo en los cromatogramas de chorizos y salchi­
chones . Las figuras 19 y 20 corresponden a dos cromatogramas de extra£ 
tos de chorizo y las 21 y 22 a los extractos de salchichén.
Como puede apreciarse en las figuras citadas, la presencia de 
G(f L es fâcilmente detectada en virtud de su Rf y coloracién tipica - 
frente al reactivo de bencidina (color amarillo). Corresponde a la que 
se désigna en los cromatogramas con el numéro 1 (ver figuras 13 a 22).
La figura 23 corresponde a una fotografia de dos cromatogra­
mas en capa fina de silica gel G-60 de extractos de chorizo que nos per 
mite apreciar la situacién de la mancha correspondiente a la G<f L y la 
de algunos carbohidratos que, al menas teéricamente, pueden aparecor en
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FIGURA la: CROMATOGRAMA EN CAPA FINA DE SILICA GEL G-60 DE LOS 
EXTRACTOS PROCEDENTES DE CUATRO MUESTRAS DIFERENTES DE SALAMIS (1-4), 
Y DE PATRONES DE SACAROSA (Sac), LACTOSA (Lac), ACIDO A3C0RBIC0(Asp), 
GLUCOSA (Glu) Y GLUCONO--LACTONA (G(f L) .
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FIGURA 19: CROMATOGHAMA EN CAPA FINA DE SILICA GEL G-60 OE LOS
extractos PROCEDENTES DE NUEVE MUESTRAS DIFERENTES DE CHORIZOS (1-9)
JUNTO CON UN PATRON DE GLUCDNO-(f -LACTONA (G<J L) .
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FIGURA 20: CROMATOGRAMA EN CAPA FINA DE SILICA GEL G-60 DE LOS
EXTRACTOS PROCE DENTES DE NÆVE MUESTRAS DIFERENTES DE CHORIZOS (10-13)
JUNTO CON UN PATRON DE GLUCDNO-J -LACTONA (G</l ).
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FIGURA 21: CROMATOGRAMA EN CAPA FINA OE SILICA GEL G-60 DE LOS
EXTRACTOS PRÛCEOENTES OE NUEÆ MUESTRAS DIFERENTES OE SALCHICHONES -
(1-9) JUNTO CON UN PATRON OE GLUCONO-<f-LACTONA (GrfL).
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FIGURA 22: CROMATOGRAMA EN CAPA FINA DE SILICA GEL G-6G OE LOS
EXTRACTOS PR0CEDENTE3 OE NUEVE MUESTRAS DIFERENTES DE SALCHICHONES -
( 10-13) JUNTO CON UN PATRON DE GLUCONO-cT -LACTONA (G<f L).
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Figura 23: Ejemplas de cromatografla en capa fina de diverses patro­
nes y muestras. En algunos puede observarse la presencia de Gcf L y en 
otros no. (La mancha correspondiente a la Gcf L fue de color amarillo, 
mientras que las restantes eran de color bianco). G<f L: glucono-cT -lac­
tona; Asc: âcido ascdrbico; Lac: lactosa y Sac: sacarosa.
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algunos embutidos.
Como puede apreciarse en las figuras 18 a 22, ademâs de la 
g J L , se pusieron de manifiesto otra serie de manchas cuyos Rfs. eran 
mayores que los de aquella y que mostraron una reaccidn negatiwa (color 
bianco) a la bencidina. Aunque no intentamos la identiflcacidn de estas 
sustancias, como puede observarse en las figuras citadas, presentaron 
un Rf similar al de otros hidratos de carbono cromatografiados en otras 
ocasiones (ver figura 23, fotografia superior). Sin lugar a dudas se - 
trata de hidratos de carbono, pero su identiflcacidn précisa requeriria 
otro tipo de cromatografia, por ejemplo, desarrollo en papel Whatman - 
NS 1 con n-butanol/piridina/agua (6/d/3) (v/v/v) y revelado con reacti­
vo de Schiff y nitrato de plata (véase Ordénez, 1974).
La tabla VI indica la frecuencia con que aparece Gcf L en las 
muestras analizadas. En todas les muestras de salchichén se détecté es­
te aditivo y en la mayor parte de las de salami y chorizo. En total, en 
un 90% de las muestras se pudo detectar G (f L .
Llama poderosamente la atencién el que en el 100 % de las - 
muestras de salchichén estudiadas aparezca G cTL, mientras que en el sa­
lami el porcentaje de los positivos a este producto es del 75 %  situân- 
dose en un término raedio (83%) los correspondientes al chorizo.
Los productos procedian de fébricas situadas en 15 provincias 
repertides por toda la geografia espanola.
El nivel de incidencia de la GtfL, révélé que es un aditivo - 
ampliamente utilizado. Las muestras donde no se détecté G^ L procedian 
de fébricas localizadas en las provincias de Madrid, Huelva, Vizcaya y 
Toledo. Mo obstante, otras fébricas de estas provincias utilizan tam­
bién G(f L para acelerar la maduracién de los embutidos que elaboran.
1S3
TABLA VI
Resultados de la determinacién de glucono-rf-lactona, obtenidos de 
las cromatograffas de los extractos procédantes de muestras de salami, 
chorizo y salchichén de diverses marcas comerciales.
T ipo de 
muestra.
Numéro de 
marcas.
Numéro de 
muestras.
Marcas con
g3 l (%).
Marcas sin
GrfL (%).
Salami 4 16 3 (73%) 1 (23^ L)
Chorizo 18 72 15 (83,3%) 3 (16,6%)
Salchichén 18 72 18 (100%) 0 (0%)
Total: 40 160 36 (90%) 4 (10%)
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IV.3.1.2. Prueba de degustacién.
Aunque acerca del papel de la G<f L en la aparicién y persis- 
tencia del color de los productos cârnicos curados no existe total acuer 
do (Acton y Oick, 1977), segûn uno de los têcnicos de la fâbrica espa­
nola que élaboré alguno de los chorizos analizados (ver pâgina 144), la 
G/f L , puede inicialmente favorecerlo, pero con el transcurso del tiempo 
tiene una accién contraria (décolora). También algunos miembros de es­
te Departamento sostenlan que el sabor del chorizo con GcfL era ligera- 
mente amargo y distinto del tipico de este producto.
En consecuencia se hizo un intenta de diferenciar los embuti­
dos madurados mediante adicién de G(f L y los curados de forma natural 
por sus propiedades organolépticas més caracterfsticas.
En primer lugar se observé su aspecto externe y al corte tras 
dos mesBS de su maduracién. En la figura 24 puede apreciarse el aspecto 
al corte del chorizo tratado con G<f L y del parente de este aditivo. No 
pudo observarse diferencia alguna en el aspecto al corte (fotografia In 
ferior). Sin embargo, en el aspecto externe de los erabutidos madurados 
con GcJ L se aprecialia una mayor retraccién de la tripa (fotografia supe 
rior), que se hacia més aparente con el transcurso del tiempo.
Acton y Oick (1977), sostienen que la desecacién de los pro­
ductos cérnicos disminuye la concentracién del pigmento de "carne eu— 
rada" en su superficie y Townsend (1973) senala que en los embutidos - 
cuyo contenido de humedad es del 25-30 % la conversién del grupo hemo en 
el correspondiente derivado éxido nitrico es menor que en los que po- 
seen humedades en torno al 45-60 %.
Un juredo compuesto por 12 catadores seleccionados entre el 
personal del Departamento élaboré primera un baremo de la contribucién
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Figura 24: Aspectos extemo y al corte de chorizos madurados con y 
sin glucono— -lactona. Las muestras de la parte superior de cada foto 
graffa corresponden a embutidos madurados sin glucono- S -lactona y la 
inferior a embutidos adicionados de este aditivo.
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de cada una de las caracterfsticas organolépticas mas importantes (sa­
bor, olor, color, consistencia, dureza inicial y dureza final) a la ca- 
lidad global del erabutido.
En la tabla VTI se muestra la marcha seguida pars elaborar el
baremo.
Se prepararon 4 lotes de otros tantos embutidos de los que - 
dos (lotes 2 y 3) contenfan GcfL y otros dos (lotes 1 y 4) estaban exen 
tos de este aditivo.
Cada uno de los componentes del jurado valord luego, sobre 10 
puntos, cada une de las propiedades organolépticas citadas de los cua- 
tro lotes. En las tablas VIII, IX, X y XI, se muestran los valores obte 
nidos por cada caracterfstica organoléptica en las cuatro pruebas de de 
gustacién efectuadas.
La tabla XII, recoge la puntuacién total de cada propiedad or 
ganoléptica, sobre 100 puntos, otorgada por el jurado a cada lote de em 
butidos y la calificacién global alcanzada sumando. los productos obteni 
dos de multiplicar la puntuacién de cada propiedad por el factor con - 
que el jurado habfa decidido que contribufa a la calidad final del cho­
rizo (véase tabla VII).
Como puede observarse en la tabla XII a los dos meses de fa- 
bricado el chorizo, la calidad organoléptica de los elaborados con G<f L 
es menor que la de los que carecfan de este aditivo, lo que perece con- 
tradecir la afirraacién de Acton y Dick (1977) quienes senalan que la - 
produccién de pigmento es mayor en los embutidos que contienen glucono- 
(f-lactona que los que carecen de este producto. A este respecta convi^ 
ne tener presents que la presencia de pimentén en los chorizos debe, de 
alguna manera, influir en el color final de los mismos. Sin embargo, -
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TABLA VII
Baremo elabarado por al jurado de catadores de la contribucidn de 
las propledades organolépticas a la celidad.
Catador Sabor Olor Color Consis-
tencia
Dureza
inicial
Dureza
final
T otal
N» 1 6,5 0,5 1.0 0,8 0,6 0,6 10
• 2 5,5 1.0 1.5 1.0 0,5 0,5 10
• 3 6,0 1,0 1.0 0,5 0,7 0,8 10
" 4 4,0 2,0 1.0 2,0 0,5 0,5 10
■ 5 5,0 1.5 1.0 1.0 0,8 0,7 10
" 6 5,0 2,0 0,8 0,8 0,7 0,7 10
" 7 4,0 0,5 2,0 1.5 1.0 1,0 10
" a 6,0 1.0 1.0 1,0 0,5 0.5 10
" 9 4,0 1.0 1.5 1.5 1.0 1,0 10
" 10 . 5,0 0,5 1.5 1,0 1.0 1,0 10
" 11 5,5 1.2 1.2 1,0 0,5 0,6 10
" 12 4,0 1.0 2,0 2,0 0,5 0,5 10
MEDIA 5,04 1,10 1,29 1,18 0,69 0,70 10
Factor contri- 
bucion a cali- 
dad final.... .0,504 0.110 0,129 0,119 0,069 0,070 1.0
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TABLA VIII
Valoracidn de cada une de las caracterfsticas organolepticas del 
lote de chorizo N9 1, élaborado sin glucono-cf -lactona.
Catador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Media
Sabor 4 4 8 8 6 6 8 6 6 4 6 10 6,33
Olor a 6 a a 8 8 a 6 10 8 8 8 7,83
Color 6 6 10 10 a 8 6 6 8 8 4 0 7,33
Consis-
tencia.
6 4 2 6 S 8 6 4 8 4 4 a 5,50
Dureza 
inicial.
6 4 6 8 4 4 4 6 8 a 10 8 6,33
Dureza 
final,
4 2 4 6 4 6 6 2 8 4 8 0 5,16
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TABLA IX
Valoraciiîn de cada una de las caracterf sticas organolépticas del 
lote de chorizo N» 2, elaborado con glucono-cf -lactona.
Catador 1 2 3 4 5 6 7 a 9 10 11 12 Media
Sabor 2 4 6 6 4 2 6 2 4 4 4 4 4.00
Olor 6 4 10 6 4 4 4 4 a 4 a 4 5,50
Color 4 4 6 6 6 4 6 4 6 2 6 6 5,00
Consis-
tencia.
6 4 2 6 6 2 4 2 6 4 4 o 4,33
Oureza
inicial.
4 5 4 6 6 6 6 4 4 6 8 4 5,33
Oureza
final.
6 4 4 6 4 2 6 2 6 S 6 6 4,83
160
TABLA X
Valoracii5n de cada una de las caracterf sticas organolépticas del 
lote de chorizo N9 3, elaborado con glucono-cf-lactona.
Catador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Media
Sabor 2 4 6 G 6 4 G 2 4 a 2 6 4,66
Olor 4 4 8 8 8 4 4 6 6 6 2 6 5,50
Color 2 6 8 6 8 4 4 4 4 4 4 6 5,00
Consis- 
tencia.
2 6 6 4 4 4 6 2 6 4 6 6 4,66
Oureza
inicial.
4 6 G 8 4 6 4 4 4 8 6 4 5,33
Dureza
final.
6 4 6 G 4 2 6 2 G 8 4 G 5,00
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TABLA XI
Valoracidn de cada una de las caracterfsticas organolépticas del 
late de chorizo N® 4, elaborado sin glucono-if-lactona.
Catador 1 2 3 4 5 6 7 a 9 10 11 12 Media
Sabor 4 6 4 a a 6 8 6 6 6 4 8 6,16
Olor 4 8 6 6 6 8 6 6 8 6 4 8 6,50
Color 8 4 10 6 8 6 6 6 5 a 6 6 6.66
Consis-
tencia.
4 6 a 8 6 6 4 4 6 6 4 8 5,83
Oureza 
inicial.
6 2 a a 6 6 4 4 6 6 6 S 5,83
2 2 6 6 6 6 6 4 6 6 6 a 5,33
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TABLA XII
Puntuacidn total de cada propiedad organoléptica y callficacidn 
global de cada lote de chorizo.
Propiedad organoléptica
Lote de Chorizo
N9 1 . N9 2 N9 3 N9 4
Puntuacidn sobre 100
Sabor 63,33 40,00 46,66 61,66
Olor 78,33 55,00 55,00 65,00
Color 73,33 50,00 50,00 66,66
Consistencia 55,00 43,33 46,66 58,33
Dureza inicial 63,33 53,33 53,33 58,33
Dureza final 51,66 48,33 50,00 53,33
Calidad organoléptica 
global.................... 44,84 48,70 61,47
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los autores citados, contrariamente a lo sostenido por Sair y Henry -
(1967) terminan afirmando que la G(f L no contribuye a la estabilidad — 
del color de los embutldos.
Duda y col. (1976) tamblén son de la opinidn de que la GcT L 
no influye nl en la formacldn de pigmento, ni en la estabilidad del for 
mado en el producto final.
Schlav/ello y col. (1975) trabajando con salami tipo "Varzi" — 
comprobaron que el sabor de este embutido era mejor en ausencia que en 
presencia de gJ  L.
A la vista de nuestros resultados debe concluirse afirmando 
que en el caso del chorizo de Q j L dista mucho de mejorar los caractè­
res organoldpticos del chorizo, que se mantiene en desececidn dos o mës 
meses, aunque facilita su maduraciân inicial al acortar el tiempo reque 
rido para el descenso del pH a los valores a que se inician las cambios 
madurativos tfpicos; en torno a 5,9-5,7 de acuerdo con Rodriguez Garcia 
de la Torre (1972).
IV.3.2. Proteinas de soja.
Los productos cdrnicos en los que se estudiâ la presencia de 
proteinas de soja fueron salchichas tipo "Frankfurt* de 15 mareas corner 
ciales distintas (numéros 1-15 de la tabla XIII) y 9 marcas distintas 
de mortadela (ndmeros 1— r9 de la tabla XIV); de las salchichas analizg 
des, très eran de importacidn de Alemania Federal. En total se exaraina- 
ron 128 muestras que se obtuvieron segiln se describe en II.3.1.2,
IV.3.2.1. Oeteccidn de proteinas de soja.
La detecciân de protéines de soja en las muestras anteriormen 
te mencionadaa se realizd siguiendo el método electroforetico de Horna-
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younfar (1975) con una serie de raodificaciones deducldas de nues;ras ex 
periencias.
Debido a que al llevar a cabo la electroforesis de los extrac 
tos de productos carnicos frescos o pasteurizados se forman numerosas 
bandas proteicas entre las cuales es diffcll distingulr las especlfices 
de la soja, se recomienda la esterilizacirfn o trataraiento tërmico de d^ 
chas muestras antes de su anâllsis electroforétlco.
El tratamiento tirmico persigue el eliminar las posiblss in— 
terferencias y poder asf distingulr fâcilmente las bandas correspondien 
tes a las proteinas de soja, gracias a que las vegetales son menos sen­
sibles a la desnaturalizacidn por el calor que las animales.
Una vez calentadas las muestras sus extractos se obtuvieron 
mediante precipitacifin proteica, extracciôn de los llpidos, desecaciôn 
y solubllizacidn proteica (véase IV.2.2.),
La electroforesis sobre gel de poliacrilamida al 7,5^ se rea 
lizd en todos los casos con alicuotas de 50 ^1. de dichos extractos y 
con un tiempo de migraciiSn del orden de 80-90 minutos. Tento en La so lu 
bilizacidn de las proteinas, como en la preparacidn de los geles, se 
us(3 urea a concentracidn 8M, que permitfa una me jor solubilizacidn pro 
teica y una mejor separacidn electroforëtica de las bandas.
Para la tincitSn de los geles se us6 el colorante de azJl-ne- 
gro anilina.
Primeramente se aplicd esta técnica a très muestras sii calen 
tar de carne de vacuno, protelna "aislada" de soja y una mezcla de car­
ne y protelna de soja al 10^; con el fin de ver la movilidad elactro- 
forética de sus componentes.
La figura 25 es una fotografla de las bandas electroforéticas
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Figura 25: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5% 
de los extractos obtenidos de muestras, no sometidas a tratamiento 
târmico, da protelna "aislada" de soja (l), de carne de vacuno (3) 
y de una mezcla de ambas (2).
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en gel de poliacrilamida al 7 , 5 obtenidas con los extradtos proteicas 
de dichas muestras. Coma puede apreciarse en la mezcla de carne y soja 
es impcsible distinguir cuales son las bandas caracterfsticas de las 
proteinas de soja.
En la figura 26 se aprecian los trazados densitomêtricos y 
los diagramas correspondientes, de una rouestra de carne (c) y otra de 
protelna "aislada" de soja (S) que, se sometieron a electroforesis Inde 
pendientemente y sin haber sufrido tratamiento térmico alguno. Como pue 
de apreciarse es prâcticamente imposible diferenciarlas, dado que sus 
velocidades de migracldn son muy sirailares, como lo demuestra la coined, 
dencia de sus trazados (ver parte superior de la figura 26).
La soja présenta seis bandas muy caracterfsticas de las cua­
les dos son muy intensas. Por otro lado, la c a m e  présenta ocho bandas. 
Ademës, en el trazado elsctroforético de la carne de vacuno se observa 
una banda, a la que corresponde la mâxima migracitfn que no apareca nun- 
ca en el de la protelna "aislada" de soja.
Se analizaron ademës, unes muestras de salchichas tipo "Frank
furt" sin esterilizar y no se pudiercn identificar las bandas de las -
proteinas de soja.
En consecuencia, tanto las muestras de carne, como las de so­
ja y una mezcla de ambas se sometieron a calentamiento en autoclave de 
acuerdo con las condiciones recomendadas par dicho método (117BC duran­
te 75 minutos); cuando sus extractos se sometieron a electroforesis, -
tanto las bandas de las proteinas de soja como las de la carne desapare
cieron (véase figura 27).
A la vista de estos resultados, estas très muestras se some­
tieron a una serie de trataraientos térmicos (en autoclave, bano maria
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FIGURA 26: TRAZADOS DENSITOMETRICOS Y DIAGRAMAS ESQUEMATICOS 
DE LAS ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA AL 7,5% OBTENIDAS DE 
LAS PROTEINAS EXTRAIRAS EN UREA BM; S: DE PHOTEINA "AISLADA" DE SO 
JA Y C: DE CARNE DE VACUNO, AMBAS SIN PBEVID TRATAMIENTO TERMICO.
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Figura 27; Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5% de 
los extractos obtenidos de muestras, sometidas a tratamiento tfr 
mico en autoclave a 1179C durante 75 minutos, de protefna "aisüa 
da“ de soja (l), carne de vacuno(3) y de una mezcla de ambas (2|.
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y bano de glicerina) a dlstlntas températures y tlempos, con el fin de 
buscar la temperatura y el tiempo âptlmos para que las bandas de las - 
protefnas carnicas desaparecieran antes que las de soja.
En primer lugar, se calentaron todas las muestras en autocla­
ve a una atmdsfera de presiân [121<>C aproximadamente) utilizando los si 
guientes tiempos: 00, 70, 50, dS, 30 y 20 minutas. A continuacliSn, los 
correspondientes extractos se analizaron por electroforesis en gel de 
poliacrilamida, como queda dicho, observândose que a los 80, 70, 50, 45 
y 30 minutos de calentamiento a une atmdsfera, desaparecieran todas las 
bandas, mlentras que las muestras que sufrieron solo dicho tratamiento 
durante 20 minutos, mostraban en sus electroforesis apenas unas bandes 
muy difusas diffciles de distinguir.
Dado que en los autoclaves era diffcil de controlar el verda- 
dero tratamiento térmico que estas muestras sufrian al desconocerse la 
temperature del "tiempo de espera" se pasd a utilizar banos de agua a 
ebullicidn.
En dichos banos se mantuvieron las muestras durante tiempos 
que oscilaron entre 15 y 00 minutos. Sometidos a electroforesis los ex­
tractos correspondientes, en todos los casos se apreciaron las bandas 
caracterfsticas de la carne y de la soja, siendo imposible distinguir 
en la mezcla de ambas las bandas que correspondfan a le soja por lo que 
se dedujo que el tratamiento térmico resultaba insuficiente.
Por otro lado, el bano raarfa présenta el inconveniente de que 
su temperature no supera la de ebullicidn del agua (98flC. aproximadamen 
te), por lo que se utllizô un bano de glicerina termostatado a diverses 
temperatures y tiempos.
En el bano de glicerina regulado a 100*0. se mantuvieron las
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muestras durante varios perfodos de tiempo: 80, 100, 120, 150, 180, 210, 
240 , 270 , 300 , 360, 420 y 480 minutos.
Mientras que en las muestras mantenidas de 80 hasta 270 minu­
tes se podfan apreciar claramente tanto las bandas de las proteinas de 
la carne como las de la soja, a partir de los 300 minutos comenzaban a 
desaparecer las bandas correspondientes a la c a m e  persistiendo en cam— 
bio, las de la soja. Este perlodo de tiempo séria, por lo tanto, el ade 
cuado para cuando se utilize una temperature de 100*0. Oespués de 480 
minutos de tratamiento térmico desaparecen completamente todas las ban­
das correspondientes a la carne.
La figura 28 muestra dos fotograflas donde se pueden observer 
los resultados de las electroforesis en geles de poliacrilamida de los 
extractos de muestras de carne sola y de soja sola tratadas a 100*0 du­
rante varios perlodos de tiempo. Oomo puede observarse, las proteinas 
de soja son raés résistantes al tratamiento térmico que las proteinas 
cârnicas.
Es necesario senalar como muestran estos electroforegrartas, - 
que el calentamiento no tiene ningûn efecto sobre la posicién de las 
bandas, pero si sobre la nitidez de las mismas las cuales van desepare- 
ciendo a medida que auraenta la temperature o el tiempo de calentamiento, 
detalle que también ha sido observado por Hofmann (1977).
Como este tiempo (300 minutos) es demasiado largo y convierte 
el método en tedioso por el tiempo total requerido para el anélisls ru- 
tinario de las muestras, se incrementé la temperatura del bano de gli­
cerina a 110*0. aplicando los siguientes tiempos: 120, 150 y 180 ttinu- 
tos.
A los 120 minutos apareclan las bandas caracterfsticas ce am-
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Figura 28: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5% de los 
extractos obtenidos de muestras de protefna "aislada" de soja (fotogra 
f£a superior) y de carne de vacuno (fotograffa inferior), sometidas a 
tratamiento térmico en bano de glicerina a 100*C durante diverses tiem 
pos: 120 (l), 180 ( 2), 240 ( 3), 300 ( 4) y 420 (S) minutos.
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bas protefnas y a los 150 minutos comenzaban a desaparecer las corres- 
pondientes a la carne mientras que persistfan las de la soja alcanzân- 
dose asf los raismos resultados que a 100*0 durante 300 minutos.
Por dltirao, se aumenté la temperatura del bano de glicerina 
a 120*0 aplicando los siguientes tiempos: 15, 30, 45 y 60 minutos.
A los 15 y 30 minutos aparecfan muy claras las bandas de am— 
bas protefnas, siendo imposible diferenciarlas en la mezcla, mientras 
que a los 45 minutos las bandas correspondientes a la carne comenzaban 
a desaparecer y a los 60 minutos de tratamiento térmico ya se podfan di 
ferenciar perfectamente en una mezcla las bandas originadas por la soja 
de las de la carne.
La figura 29, es una fotograffa de electroforegramas de una 
mezcla de carne de vacuno y protefna "aislada" de soja (10%) calentada 
a 120*0 durante una hora (A); de cam e  de vacuno sole que sufrid el mis 
mo tratamiento (b), y de la raisma mezcla que no se sometid a tratamien­
to tér-mico alguno (c).
Como puede apreciarse el tratamiento a 120*0 durante una hora 
de la mezcla de carne de vacuno y protefna "aislada" de soja permits 
observer con nitidez las bandas tfpicas de la soja. Por consigulente a 
partir de este momento se utilizd en todas las muestras de salchichas 
tipo "Frankfurt" y mortadelas analizadas el tratamiento citado.
El porcentaje mfnimo de protefna "aislada" de soja que se pue 
de detectar par esta técnica en raezclas de carne y soja es un 5%. El 
color de las bandas electroforéticas de la soja aumenta de intensidad 
a medida que lo hacen las concentraciones de soja de las mezclas.
En la tabla XIII, se recogen los resultados obtenidos de las 
electroforesis de los extractos de las muestras de salchichas tipo -
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Figura 29: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5% de los 
extractos obtenidos de muestras de una mezcla de carne de vacuno y prg 
telna "aislada" de soja (10%) calentadas en bano de glicerina a 120*0 
durante .una hora (A); de carne de vacuno sola que sufrié el raisrao tra­
tamiento (B), y de la misma mezcla que no se sometié a tratamiento têr 
mico alguno (C).
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TABLA XIII
Resultados de la deteccién de proteinas de soja, obtenidos de las 
electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5% de los extractos pro- 
cedentes de muestras de salchichas tipo "Frankfurt" de diverses firmes 
comerciales.
Marca
comercial
Numéro de 
muestras ( 1 )
Bandas proteicas 
de soja.
1 6 -
2 5 ♦
3 6 -
4 S -
5 5 +
6 5 +
7 6
8 S +
9 5 +
10 5 +
11 6 -
12 5 +
13 5 +
14 5 4
15 _5 +
Total; 15 00 11 + (73,33%)
+ - presencia. 
— = ausencia.
(l) Cada muestra se analizo par triplicado.
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"Frankfurt" estudiadas.
De las 15 marcas de salchichas analizadas salvo en cuati-o de 
ellas (nûraeros 1, 3, 4 y 11), en todas sa détecté la presencia de las
bandas caracterfsticas de las protefnas de soja, es decir en un 73,3%.
De las très marcas de salchichas alemanas analizadas (numéros 
10, 11 y 12] sélo una, la nOmero 11, no présenté las bandas caracterfs­
ticas de la soja.
Como puede apreciarse en la fotograffa de la figura 30, los 
electroforegramas de las salchichas tipo "Frankfurt" que presentan pro­
tefna de soja y las que carecen de esta sustancia son fâcilmente dis- 
tinguibles, la parte izquierda de la fotograffa représenta el electro- 
foregrama de una salchicha en cuya composicién entraba la protefna de 
soja. Comparese con el de la derecha que corresponde a una salchicha 
que carece de este aditivo.
En la tabla XIV se recogen los resultados obtenidos al some- 
ter a electroforesis, siguiendo nuestra técnica, los extractos de las 
muestras de mortadelas analizadas.
De las 9 marcas de mortadelas estudiadas, en ocho se détecté 
la presencia de protefna de soja, es decir en un 38,8%.
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Figura 30: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5% ce 
los extractos obtenidas de dos muestras de salchichas tipo "Frank­
furt" : una con protelna de soja (l) y otra sin protefna de soja(î), 
después de calentadas en bano de glicerina a 120*0 durante una hora.
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TABLA XIV
Resultados de la deteccién de proteinas de soja, obtenidos de las 
electroforesis en gel de poliacrilamida al 7,5% de los extractos pro- 
cedentes de muestras de mortadelas de diverses firmes comerciales.
Marca
comercial.
Numéro da 
muestras (IJ.
Bandas proteicas 
de soja.
1 6 -
2 S +
3 6 +
4 S +
S 5 +
6 S +
7 6 4
8 S 4
9 S -
Total: 9 48 3 4 (88,88 %)
+ = presencia.
- - ausencia.
(l) Cada muestra se analizé por triplicado.
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IV.3.3. Almldén.
Los productos cârnicos utilizados con el fin de estudiar el 
grado de incidencia de almidén en los misraos, estuvieron constituidos 
por mortadelas (marcas 1-5 de la tabla XV) y salchichas tipo "Frankfurt" 
(marcas 1-15 de la tabla XVI), de doce firmas comerciales espanolas y 
très alemanas. Todas las muestras aparecfan como productos envasados, 
segdn se describe en II.3.1.2.
IV.3.3.1. Deteccidn de almiddn.
Con las muestras anteriorroente mencionadas y previamente a su 
anâlisis cuantitativo, se llevé a cabo una estimacién cualitativa, basa 
da en la reaccién del almidén con el yodo (solucién de Lugol). Dicha 
reaccién se considéré positiva cuando tenla lugar la aparicién de una 
coloracién azul-negra en el liquide.
En les tablas XV y XVI se recogen los resultados obtenidos.- 
En el 100% de las marcas de mortadelas estudiadas se détecté la presen 
cia de almidén, mientras que en les salchichas siempre una dié reaccién 
dudosa y très fueron negatives. El 73,3% de las salchichas presentaban 
almidén. Las intensidades del color que se apreciaron fueron distintas, 
variando desde azul-negro muy intenso (+ 4 +) , hasta azul-negro tenue (>), 
pasando por una coloracién intermedia (+■*•).
IV.3.3.2. Nlveles de almidén.
La glucosa résultante al hidrolizar el almidén cun écido per- 
clérico se soraetié a la accifin de los reactivos de antrona y fenol(véa 
se IV.2.3.2.). El contenido en glucosa obtenido para cada una de las 
muestras analizadas se recoge en las tablas XVII y XVIII.
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t a b l a XV
Resultados obtenidos de la deteccién de almidén en muestras de va­
rias marcas espanolas de mortadelas ( 1-5} , mediante el reactivo de Lugol.
Marca 
comercial.
Néraero de 
muestras ( 1) .
Reaccién
1 7 4
2 6 4 4
3 6 4 4 4
4 S 4 4 4
5 7 4
Total: 5 32 5 positivas (1D0%).
+ + + » azul-negro intenso. - ” reaccién negative.
4 + = azul-negro. 7 » reaccién dudosa.
+ - azul-negro tenue.
(l) Cada muestra se anallzé por triplicado.
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TABLA XVI
Resultados obtenidos 
rias firmas comerciales de 
el reactivo de Lugol.
de la deteccién 
salchichas tipo
de almidén en muestras de va- 
"Frankfurt" (1-15}, mediante
Marca . , Numéro da,. 
muestras llj.
Reaccién.
comercial.
1 7 4
2 7 4
3 S + -4
4 6 4 4 4
5 6 4 4 4
6 6 4 4
7 7 4
8 7 -
9 7 7
10 6 4 4
11 6 4 4 4
12 6 4 4 4
13 7 -
14 7 -
15 7 4
Total: 15 98 11 positivas (73,33%}.
4 4 4 =  azul-negro intenso. - = reaccién negativa.
4 4 = azul-negro. ? = reaccién dudosa.
4 = azul-negro tenue.
(l] Cada muestra se anallzé por triplicado,
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tabla XVII
Nlveles de almidén en muestras de varias marcas espanolas de morta­
delas (l-S] (valores expresados en g/100g. de muestra).
Marca 
comercial.
Némero de 
muestras( 1 ).
Método de Glover Método de Dubois
Glucosa Almidén Glucosa Almidén
1 6 4,40 4,66 4,40 4,66
2 6 5,55 5,88 5,10 5,41
3 6 12,90 13,67 12,45 13,20
4 6 6,25 6,63 6,30 6,68
5 6 4,05 4,29 3,60 3,32
Total: 5 30
(l) Cada muestra se analizé por triplicado.
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TABLA XVIII
Niveles de almidôn en muestras de varias firmes coraerciales de sal- 
chichas tipo "Frankfurt" (1-15) (valores exprèsados en g/100g de nues- 
tra).
Marc a 
comercial.
Numéro de. 
muestras (IJ.
Método de Glover Método de Oubsis
Glucose Almidân Glucosa Almldén
1 6 4,25 4,51 4,10 4,35
2 6 3,60 3,82 2,50 2,65
3 6 5,45 5,78 5,40
4 6 6,00 6,36 7,45 7,93
5 6 6,95 7,38 7,30 7,74
6 6 4,95 5,25 4,90 5,19
7 6 3,70 3,92 3,20 3,3
8 7 0,20 0,21 0,15 0,13
9 7 0,90 0,95 0,95 1,03
10 6 4,50 4,77 3,20 3,3
11 6 6,75 7,16 6,10 6,47
12 6 7,35 7,79 7,20 7,a
13 7 0,60 0,64 0,55 0,3
14 7 0,45 0,48 0,40 0,44
15 6 2,60 2,76 1,90 2,Cl
Total:15 94
(l) Cade muestra se analizfi por triplicado.
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Como puede apreciarse, tanto en mortadelas como en salchichas, 
las tasas de almiddn halladas con ambos mêtodos son similares; se sépa­
ra n de estos niveles las salchichas de las marcas 2, 4, 10 y IS, cuya 
concentracidn de almiddn présenta resultados algo dispares.
Como conclusidn, puede senalarse que el mdtodo de Dubois y - 
col. (1956} podrfa desplazar al de Glover y col. (1966) en los analisis 
de inspeccidn rutinarios, par su rapidez y dado que la estabilldad de 
la reaccldn colorimdtrica es mayor. Respecto a la sensibilidad de am­
bos mdtodos, podrfa concluirse que es similar, segdn se dériva de las 
gréficas patrones (vdase figuras 15 y 16).
Un anélisis de las tablas XVII y XVIII permits deducir que to
das les muestras contenfan almiddn aunque a niveles variables. En cua- 
tro de allas (marcas 0, 9, 13 y 14 de la tabla XVIII) el porcentaje de 
almiddn era igual o inferior al lÿ. Comparando estas tablas con las XV 
y XVI se aprecia que fueron precisamente estas marcas las que dieron 
reaccidn negativa frente a la solucidn de Lugol. La marca de salchicha 
ndmero 9 que desde el punto de vista cualitativo daba reaccidn dudosa, 
en el anélisis cuantitativo did un nivel de almiddn de solo el 1 %.
Por otra parte, las salchichas elaboradas en Alemania (marcas
13, 14 y 15) se situaron entre las que presentaban raenor cantidad de - 
almiddn y de las fabricadas en Espana, sdlo dos (marcas 8 y 9) tenian 
ccncentraciones inferiores al 1%.
Por la que se refiere a los aspectos légales acerca de la uti 
lizacidn de este adltivo en los embutldos, el Codigo Alimentario Espa- 
nol (Boletin Oficial del Estado del 17 de octobre de 1967), en el capi- 
tulo X, seccidn 3®, articule 10.28. dice que "no sa perraitirâ la adi- 
cidn de fêculas salvo la autorizacidn express para determinado tipo de
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embutldos",
No obstante, la Orden del Ministerio de la Gobernacidn del 25 
de abril de 1955 (Boletin Oficial del Estado del 10 de mayo de 1955) - 
complementaria del Codigo Alimentario en el artlculo 2® senala que en 
los preparados y fiambres carnicos podrS utllizarse fêcula como agluti- 
nante hasta un 10% de la pasta. Esta redaccidn es la suficientemente 
confusa como para no permitirnos saber si los embutldos objetos de nue£ 
tros estudios, es decir mortadelas y salchichas tipo "Frankfurt", pue- 
den incluirse entre los preparados y fiambres cârnicos a que se refiere 
la citada Orden Ministerial. De ser ello asi solamente en una de las 
marcas de mortadelas analizadas, concretamente en la numéro 3, se supe­
ran estos niveles en el producto acabado, por lo que deberla considérer 
se coma fraude.
Una vez mes la legislacién espanola es muy poco definitoria 
y permits diversas interpretaciones al respecte. En resumen abogamos 
por el establecimiento de cantidades concretas tolerables o permitidas, 
entre otros, en los productos que hemos estudiado.
Hay que hacer constar que tanto en los anélisis cualitativos 
como en los cuantitativos, la positividad y la concentraciôn de almi- 
d6n o fécula en mortadelas y salchichas tipo "Frankfurt" son tanto ma- 
yores cuanto mener es el precio a que estos productos se expenden en 
el mercado.
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IV.3.4. Nitritoa.
El estudio sobre la presencia de nitritos se realizé en 30 - 
marcas de diverses productos cérnicos (6 de mortadelas; 9 de salchichas 
tipo "Frankfurt", de las que dos eran alemanas; 9 de chorizos y 6 de ja 
mones tipo "York"), que provenfan de diversas firmes coraerciales. Las 
muestras se otrtuvieron de los productos envasa dos segûn se describe en 
II.3.1.2.
IV.3.4.1. Niveles de nitritos.
El anélisis de nitritos en las muestras anteriormente mencio- 
nadas consté de una sxtraccién, una purificacidn ("desproteinizacién") 
y una cuantificacidn (véase IV.2.4.).
La determinacién cuantitativa se basé en una reaccién de ni- 
trosacién entre el écido sulfanilico y el nitrito, y en una copulacién 
de la sal de diazonio résultante con la c(-naftilamina para forraar un 
colorante azoico que fue determinado colorimétricamente {Nicholas y 
Fox, 1973).
El contenido en nitrito residual obtenido para cada una de - 
las marcas de los diverses productos cérnicos analizados, se recoge en 
las tablas XIX a XXII.
En las muestras de todas las marcas y productos analizados se 
détecté la presencia de nitritos, aunque a niveles muy variables que - 
oscilaron ampliamente entre cantidades iguales o inferiores a 1 p.p.m. 
{marcas 9 y 6, de las tablas XX y XXI respectivamente) y 200 p.p.m.(raar 
ca numéro 2 de la tabla XXII).
Por otra parte, las salchichas elaboradas en Alemania (mar­
cas 6 y 9 de la tabla XX) estuvieron entre las que manor cantidad de
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TABLA XIX
Niveles de nitrito residual en muestras de diversas marcas comercia- 
les de mortadelas (1-6) (valores expresedos en rag.NaNO^ /Kg de muestra).
Marca 
comercial.
Numéro de 
muestras(1).
Nitrito.
1 6 15,50
2 7 2,50
3 6 22,75
4 6 7,75
5 6 16,75
6 6 19,63
Total: 6 37
(l) Cada muestra se analizé por triplicado.
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TABLA XX
Niveles de nitrito residual en muestras de diversas marcas comercia- 
les de salchichas tipo "Frankfurt" (1-9) (valores expresados en mg. de 
NaNOg/Kg. de muestra).
Marca 
comercial.
Numéro de 
muestras (1) .
Nitrito.
1 a 26,76
2 6 13,75
3 6 10,25
4 6 35,50
5 S 1,88
6 6 2,50
7 7 1,63
B 6 10,00
9 7 1,00
Total: 9 56
(l) Cada muestra se analizé por triplicado.
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TABLA XXI
Niveles de nitrito residual en muestras de diversas marcas comercia- 
les de chorizos (1-9) (valores expresados en mg.NaNO^/Kg. de muestra)
Marca 
comercial.
Nümero de, 
muestras (1) .
Nitrito
1 G 11,75
2 6 2,13
3 6 5,25
4 S 2,50
5 S 3,13
6 7 0,88
7 6 1,25
8 6 8,75
9 6 8,38
Total: 9 55
(l) Cada muestra se analizé por triplicado.
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TABLA XXII
Niveles de nitrito residual en muestras de diversas marcas coraercia-
les de Jamones tipo 
muestra).
"York" (1-6) (valores expresados en mg NaNO^/Kg. de
Marca 
comercial,
Nûmero de 
muestras(1).
Nitrito
1 6 20,00
2 6 200.00
3 6 12,13
4 6 14,63
S 6 6,25
6 6 9,63
Total: 6 36
(l) Cada muestra se analizd por triplicado.
190
nitritos tenian y de las fabricadas en Espana, solo dos (marcas 5 y 7) 
presentaron cantidades inferiores a 3 p.p.m.
De los diverses productos cérnicos analizados los chorizos 
fueron los que menor cantidad de nitritos tenian, siendo su valor medio 
inferior a 5 p.p.m.
Como sa ha indicado més atrés (véase IV.1.4.6.) la legisla- 
cién espanola es muy obscura en cuanto se refiere a permisibilidad de 
empleo de nitritos en los productos cérnicos y en los escasos ejemplos 
sobre los que existen normes légales, las cantidades permitidas en ta­
ies productos superan muchlsimo a las que nosotros hemos encontrado y 
a las recomendadas por palses con legislacidn mucho més severs.
A titulo de ejemplo digamos que mientras que la Repûblica Fe­
deral Alemana, Hungrla y Austria no permiten emplear en los productos 
cérnicos que van a someterse a maduracién més de 500 p.p.m. de nitrito 
sédico, Yugoslavia sdlo autoriza 250 p.p.m.. Francia y Canadé 200 p.pm., 
Checoslovaquia solo 100 p.p.m. y en Noruega esté totalraenta prohibido - 
su empleo. En Espana, como se ha indicado més atrés, se permiten 200 
p.p.m. de nitrito sobre producto acabado (nitrito residual) en jamdn co 
cido, paleta cocida, fiambre de paleta y pastel de came de cerdo.
En otra trabajo realizado en este Departamento (Rodriguez Gar 
cia de la Torre, 1972), se pudo p a n e r de manifiesto cdmo los nivales de 
nitratos y nitritos adicionados a la raasa del chorizo disrainulan a medl 
da que transcurria la madurecidn y a los 35 dias de la misma solo pudie 
ran ponerse de manifiesto 5 p.p.m. Flores ÿ col. (1978) en jaraén y pa­
leta cocidos espanoles, encontreron niveles residuales de nitratos y 
tritos de 219 y 33 p.p.m., valores tanibién inferiores a los méximos es- 
tablecidos por la legislacién espanola.
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En consecuencla, de acuerdo con los resultados encontrados en 
este Departamento y los hallados por Flores y col., las cantidades rec£ 
mendadas por la legislacidn espanola debieran referirse a cantidades in 
corporadas al producto que va a ser tratado tecnoldgicamente y no a pro 
ducto terminado. De otra parte el nivel residual de nitrito, deberfa 
reducirse a una cantidad méxima de 10 a 50 p.p.m., dependiendo del tipo 
de producto. Esta es el criteria que prédomina en el Comité del Codex 
sobre Productos Cérnicos (Anon. 1975).
Aunque hace unos anos los fabricantes de embutldos tendfan al 
empleo de cantidades realmente altas de nitratos cuya reducciôn a nitri 
tas exigfa bastante tiempo, en la actualidad el empleo de sales nitrifi 
cantes en las que predominan los nitritos ha acortado mucho el tiempo 
necesario para su reduccién. En el estudio de Rodriguez Garcia de la 
Torre, antes citada, se observé que el paso de nitrito a éxido nltrico 
se verificaba en gran parte en la fase madurativa previa al llenado de 
las tripas.
La preocupacién por los nitritos residuales, como se indicé 
en IV.1.4.5., es consecuencia del problème que supone la formacién de 
nitrosaminas. A este respecte se ha senalado en E.E.U.U. que con tal de 
que el nitrito residual no supere las 10 p.p.m. no existe peligro de 
produccién de nitrosaminas.
Delbel y col. (1961) atribuyen la presencia de vestigios de 
nitratos y nitritos en los embutldos que ellos analizaron a que su re­
duccién tiene lugar entre les 2 y 16 horas de adicionados al embutido.
Del mismo parecer son Cantoni y col. (1972), quienes también 
han demostrado la râpida disminucién de los nitritos adicionados a los 
productos cérnicos en salazén. Finalmente, como senala Klettner (1979)
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en Yugoslavia se ha comprobado que la adicién de 250 p.p.m. de nitritos 
a embutidos sometidos a maduracién permite su detecciôn despuês de 14 
dfas madurando. Sin embargo, traoscurridas 4 sémanas la cantidad de ni 
tritos descendié a niveles menores de 10 mg/kg., cualquiera que hublera
sido la cantidad inicial adicionada a la masa.
Jolley (1979) también ha comprobado el râpido descenso del ni 
vel de nitritos en bacon, tipo "Wiltshire", al que se adicioné nitra­
tos , cuando este producto provenla de cerdos que tenian en su musculatu
ra un pH dltimo normal.
Llama poderosamente la atenoién la cantidad de nitrito resi­
dual encontrado en una marca de jamdn tipo "York" espanola (la ndmero 
2 de la tabla XXIl), cuyo contenido de nitrito residual esté relativa- 
mente préximo a niveles considerados como tdxicos para el organisme hu— 
mano (250 p.p.m.) (Ministry of Agriculture, Fisheries and Food, Ingla- 
terra, 1959).
El muestreo realizado ha sido bastante amplio considerando - 
que se han analizado productos cérnicos procédantes de firmes comerela­
ies situadas en 14 provincias repartidas por toda la geografla espanola, 
por lo que creemos que nuestros resultados refiejan bien la situacién 
espanola en lo que concierne al empleo de nitritos en loc productos car 
nicos del tipo de los estudlados.
CAPITULO V.
CONCLUSIONES.
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CAPITULO V.
CONCLUSIONES.
1.- Todos los animales objetos de nuestro estudio que recibieron - 
con el pienso sustancias antitiroideas presentaron tiroides cuyo peso 
superd siempre al descrito para estos animales en los tratados de ana­
tomie, llegando en algunos casos a ser 15 veces mayor.
2.- A peser de que el empleo de estas sustancias esta prohibido en 
Espana desde el 30 de junio de 1977, en todos los animales estudiados 
se pudo comprobar su empleo.
3.- La carne de los animales que reciben tireostâticos présenta una 
tonalidad més pâlida que la caracterfstica de la carne de ganado vacu- 
no, asi como una cantidad de liquide intersticial muy superior a la de 
aquéllos; el higado présenta una coloracién normal y macroscépicamen- 
te no se diferencia de los animales que no reciben antitiroideos.
4.- En los tejidos analizados, obtenidos de un matadero industrial, 
se han detectado los siguientes antitiroideos: metil-tiouracilo, pro- 
pil-tiouracilo, fenil-tiouracilo y tapazol, lo que parece indicar que 
en la préctica corriente de explotacién animal se prefieren los deriva- 
dos del tiouracilo al producto madré.
5.- El derivado de tiouracilo més frecuentemente detectado es el 
propil-tiouracilo que aparece en el 70% de los extractos de tiroides - 
exarainados, y en el 30% de los procédantes de musculature cervical y 
de higado.
6.- El método coloriraétrico de Van Waes permite la cuantificacién 
de las sustancias antitiroideas en los tejidos animales; en el higado
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da recuperaciones finales del orden del 00 al 85%. Los niveles de de- 
rivados del tiouracilo detectados en tiroides oscilan entre 0,43 y 
12,90 jjg/g. de tejido; en el higado entre 0,33 y 3,95 yjg/g. de tejido 
y en el mûsculo entre 0,23 y 2,15 )jg/g. de tejido.
7.- La cromatografla en capa fina con silica gel G-60, de los ex­
tractos obtenidos en acetonitrilo/agua (9/1) (v/v) y purificados con 
n-hexano, empleando como solventes éter de petrôleo/éter etilico(40/60) 
(v/v) y conta revelador réactiva de vainillina, permite identificar los 
siguientes estnSgenos de sintesis: dietilestilbestrol cis, dietilestil
bestrol trans, dienestrol y hexestrol.
8.- Ni en los extractos de higado, ni en los de musculatura cervi­
cal inferior, de los animales objetos de esta tesis se pudo detectar 
ningiîn estrégeno de sintesis, bien porque no los contenlan o bien por- 
que su concentracién, en caso de contenerlos, era raenor de 1 /jg/g. de 
muestra.
9.- En extractos de embutidos, croraatografiados en capa fina de si­
lica gel G-60, desarrollados con n-propanol/n-butanol/agua (30/30/30) 
(v/v/v) y revelados con metaperyodato sédico y reativo de bencidina - 
SB diferencia clararaente la glucono-J -lactona de otros posibles carbq- 
hidratos que se encuentren en la muestra, dado que su Rf (o,27) y su 
color emarillo caracterlstico la diferencian netaraente.
10.- En el 75% de los salamis analizados, en el 83% de los chori­
zos y en el 100 % de los salchichones analizados se ha puesto de mani­
fiesto la presencia de este aditivo, lo que indica que se trata de una 
sustancia ampliamente utilizada por la industria espanola elaboradora 
de embutidos.
195
11.- El Bspecto al corte de los chorizos elaborados con glucono-zT- 
lactona no se diferencia en absoluto del de los que se fabricaron sin 
anadirles esta aditivoj sin embargo, se observa una retraccidn de la 
tripa que se hace cada vez mayor en los embutldos que llevan glucono- 
^-lactona, cosa que no ocurre con los que se fabricaron sin este aditi­
vo .
12.- A partir de los dos meses de fabricado el chorizo la calidad - 
organolëptica del elaborado con glucono-cf -lactona es menor que la de 
los que carecen de este aditivo. La glocono-cT-lactona no contribuye 
a la estabilidad del color de los embutidos.
13.- La deteccién de protelnas de soja se ha realizado mediante elec 
troforesis en gel de poliacrilamida al 7,5%, siguiendo la técnicé de 
Homayounfar previo tratamiento térmico de la muestra y modificada en 
el sentido de utilizer tratamientos de 12Q9C. durante una hors.
14.- El porcentaje minime de proteina "aislada" de soja que se pue— 
de detectar por la técnica citada en mezclas de carne y soja es un 5%;
la intensidad del color de las bandas electroforéticas de la soja aunien
ta a medida que lo hacen las ccncentraciones de esta sustancia en la 
mezcla.
15.- Da 15 marcas diferentes de salchichas tipo "Frankfurt" analiza­
das en 11 se détecté proteina de soja, mientras que de las 9 marcas de 
mortadelas estudiadas sélo una carecla de esta proteina.
16.- En el 100 % de las muestras de mortadelas estudiadas y en el
73% de las salchichas tipo "Frankfurt" pudo ponerse de manifiesto me­
diants la soluciôn yodo-yodurada, la presencia de almiddn.
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17.- La sensibilidad de los métodos de Dubois y col. y de Glover y 
col., de acuerdo con nuestros resultados, es la misma; sin embargo, el 
primero aventaja al de Glover y col. en su rapidez y en la mayor esta­
bilidad de la reaccidn colorimétrica.
18.— Las concentraciones de almiddn detectadas en las mortadelas os­
cilan entre el 4 y el 13% aproximadamente y las de las salchichas tipo 
"Frankfurt" entre el 0,20 y el 8%. Se ha observado que son aquéllos em 
butidos més baratos los que presentan mayor porcentaje de almiddn.
19.- En todas las muestras de mortadelas, salchichas tipo "Frankfurt" I 
chorizos y jamones tipo "York" se puso de manifiesto la presencia de n£
trito residual, a concentraciones muy variables que oscilaron entre can 
tidades iguales o inferiores a 1 p.p.m. y (en un sdlo caso } 200 p.p.m.
20.- De todos los productos cérnicos que hemos analizado los chori­
zos fueron los que presentaron raenor cantidad de nitritos (como media 
menas de 5 p.p.m.) lo que contrasta con las cifras méximas de este adi­
tivo autorizadas por la legislacidn espanola que creemos son excesivas.
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5,— Los deriuados del tiouracilo mas freeuentomenta deiactados son 
el metil-tiouracilo y el propil-tiouracilo, qua aparecen en el 
95,5^5 y en el 47,2/b de las mue stras analizadas, respec tivaraenta,
